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POVZETEK 
Formulacije s proteini so najhitreje rastoče področje farmacije. Uporabljajo se za zdravljenje 
bolezni, kot sta kronični hepatitis in revmatoidni artritis. Zaradi nestabilnosti proteinov v 
vodnih raztopinah je metoda izbora za njihovo pripravo liofilizacija. Trenutno se, kot polnili 
najpogosteje uporabljata manitol in glicin, vendar je za zagotavljanje popolne kristalizacije 
potrebna zelo velika količina teh dveh polnil. Kot njuna alternativa bi se lahko v prihodnje 
uporabljale nekatere aminokisline (AK), ki izkazujejo sposobnost kristalizacije že v zelo 
majhnih količinah in omogočajo liofilizacijo formulacij pri agresivnejših pogojih sušenja.  
V okviru magistrske naloge smo tako želeli proučiti AK, ki bi bile kot polnila primerne za 
liofilizacijo visokokoncentriranih formulacij monoklonskega protitelesa (mAb) za 
subkutano aplikacijo. Najprej smo pod agresivnimi pogoji liofilizirali formulacije z 
različnimi koncentracijami mAb brez dodanih polnil in potrdili hipotezo, da je kolaps pogače 
odvisen od koncentacije mAb, torej da lahko formulacije z višjimi koncentracijami mAb 
sušimo pri bolj agresivnih pogojih kot formulacije z nižjimi koncentracijami. Lastnosti 
posameznih formulacij smo pred procesom liofilizacije in po končanem procesu ter po eno 
in trimesečnem spremljanju stabilnosti na 40 °C in 75 % relativni vlažnosti ovrednotili s 
pomočjo analiznih metod, pri čemer smo se osredotočili na izgled liofilizata, termične 
lastnosti formulacij, velikost delcev, rekonstitucijski čas liofilizata ter stabilnost mAb 
(gelska izključitvena kromatografija). Pri izboru potencialno uporabnih AK smo izhajali iz 
literaturnih podatkov in rezultatov konzervativnih ciklov, v katerih smo liofilizirali 
formulacije s koncentracijo mAb 90 mg/ml in s sedmimi AK kot polnili, v različnih 
razmerjih s saharozo (1 : 15, 1 : 7 in 1 : 3). Nato smo pod različnimi agresivnimi pogoji 
primarnega sušenja liofilizirali nizkokoncentrirane formulacije mAb z najprimernejšima AK 
(izolevcinom in fenilalaninom) v različnih razmerjih s saharozo ter na osnovi izgleda in 
rekonstitucijskega časa izbrali optimalno razmerje s saharozo: Phe : sah = 1 : 4 ter                    
Ile : sah = 1 : 4 ter ju nadalje uporabili kot polnili pri liofilizaciji visokokoncentriranih 
formulacij. Na podlagi rezultatov smo potrdili hipotezo, da manitol omogoča sušenje pri 
agresivnih pogojih v primeru razmerja Man : sah = 2 : 1, izbrane AK (fenilalanin, izolevcin) 
pa so za enak učinek potrebne v nižjem deležu celokupne mase saharoze in polnila.  
Ključne besede: liofilizacija, aminokisline, polnila, proteini, monoklonsko protitelo 
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ABSTRACT 
Biopharmaceuticals are one of the fastest growing areas within the pharmaceutical industry. 
Protein drugs are widely used to treat several diseases, such as chronic viral hepatitis, 
rheumatoid arthritis. For protein molecules that are not stable in aqueous media, freeze-
drying represents the method of choice in the manufacture of stable biopharmaceutical 
products. Nowadays, the most commonly used crystalline bulking agents are mannitol and 
glycine, but they require high bulking agent to stabilizer ratios to ensure their crystallization 
during the freeze-drying process. A few amino acids (AA) are known for their crystallization 
thendency upon freeze-drying and could be a potential alternative bulking agents in low AA 
to sucrose ratios.  
Within the master thesis, highly concentrated protein formulations (monoclonal antibodies) 
for subcutaneous application with different AA as bulking agents were freeze-dried. Firstly 
the formulations of different mAbs concentration without bulking agents were freeze-dried 
under aggressive freeze-drying cycle. Hypothesis that collapse in mAbs concentration 
correlated, which means that high concentrated formulations could be freeze-dried under 
more aggressive conditions that low concentrated formulations was accepted.   Formulations 
were analyzed before and after different aggressive cycles and after 1 and 3 months stability 
on 40 °C and 75 % relative humidity by appropriate analythical methods where cake 
appearance, reconstitution time, thermal propertis of formulations to be freeze-dried were 
evaluated. Stability of a monoclonal antibody was investigated with size exclusion 
chromatography. The potential AA as bulking acents in freeze-dried highly concentrated 
monoclonal antibody sformulations for subcutaneous application were selected based on 
literature and results of conventional drying, where formulations with monoclonal antibody 
in concentration  of 90 mg/ml and seven different AA as bulking agents in different AA to 
sucrose ratios (i.e. 1 : 15, 1 : 7 and 1 : 3) were freeze-dried. Different aggressive cycles by 
varying primary drying conditions were used for low concentrated monoclonal antibody 
formulations with the most suitable AA (isoleucine and phenylalanine) in different AA to 
sucrose ratios. Based on cake appearance and reconstitution time the optimal AA to sucrose 
ratio was selected as bulking agents in highly concentrated protein formulations that were 
freeze-dried. Those AA to sucrose ratios were: Phenylalanine : sucrose = 1 : 4 and     
Isoleucine : sucrose = 1 : 4. Hypothesis that mannitol as bulking agents enables freeze-drying 
under aggressive freeze-dried cycles at mannitol to sucrose ratio 2 : 1, and that AA, such as 
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phenylalanine and isoleusine can be used as alternative bulking agents at lower bulking agent 
to sucrose ratios, was accepted.  
KEYWORDS: freeze-drying, amino acids, bulking agents, protein, monoclonal antibody 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
mAb monoklonsko protitelo 
AK aminokislina 
AK : sah aminokislina v razmerju s saharozo 
(fenilalanin : saharoza (Phe : sah), izolevcin : saharoza (Ile : sah),            
levcin :  saharoza (Leu : sah), metionin  : saharoza (Met : sah), prolin :  
saharoza (Pro : sah), lizin : saharoza (Lyz : sah), arginin : saharoza         
(Arg : sah) 
Man : sah manitol v razmerju s saharozo 
A.U. arbitrarne enote 
PVP nizkomolekularni polivinilpirolidoni 
PAS površinsko aktivna snov 
Tc temperatura kolapsa pogače 
Teu temperatura taljenja evtektika 
Tg temperatura steklastega prehoda liofilizata 
Tg´ temperatura steklastega prehoda maksimalno koncentrirane zamrznjene 
raztopine 
Tp temperatura produkta 
Tpolic temperatura polic liofilizatorja 
RV relativna vlažnost 
LAF laminarni pretok zraka 
Sek. sušenje sekundarno sušenje 
  
 
 
 
 
1 
 
1. UVOD 
1.1 BIOLOŠKA in BIOLOŠKO PODOBNA ZDRAVILA 
Biološko zdravilo je po definiciji Zakona o zdravilih (Uradni list RS, št. 17/14 in 66/19)  
zdravilo, ki kot učinkovino vsebuje biološko snov ali snov, pridobljeno s postopkom, ki 
vključuje biološke sisteme. Biološka snov je tista, ki je pridobljena iz ali z uporabo 
biološkega vira in ki za določitev kakovosti potrebuje kombinacijo fizikalno-kemijskega in 
biološkega preskušanja, skupaj s postopkom proizvodnje in nadzorom nad njim (1).  
Področje uporabe bioloških zdravil je zelo široko, saj delujejo specifično in usmerjeno proti 
različnim tarčam, na primer receptorjem, proteinom, substratom. Uporabljajo se za 
zdravljenje kroničnih vnetnih bolezni, astme, kronične obstruktivne bolezni, raka dojke, 
sladkorne bolezni, limfomov, levkemij, avtoimunskih bolezni in številnih drugih obolenj (2).  
Razdelimo jih v pet skupin, in sicer:  
o tradicionalna biološka zdravila,  
o zdravila pridobljena s klasično fermentorsko tehnologijo, 
o rekombinantne učinkovine (inzulin, cepiva, rekombinantni encimi, monoklonska 
protitelesa (mAb)), 
o sintezno pridobljeni peptidi (kalcitonin, oksitocin) ter  
o genske zdravilne učinkovine.  
Največji del bioloških zdravil predstavljajo rekombinantne biološke učinkovine, med katere 
prištevamo tudi mAb (2). 
Biološko zdravilo pridobi dovoljenje za promet v Evropski uniji po centraliziranem 
postopku. Ko inovativnemu biološkemu zdravilu potečejo patentne pravice, se lahko na trgu 
pojavijo biološko podobna zdravila, vendar le v primeru uspešnega registracijskega 
postopka, ki je drugačen kot pri sinteznih zdravilih, saj morajo biološko podobna zdravila 
skozi skrajšane klinične ter obsežne primerjalne raziskave (2). Te so potrebne zato, ker 
biološke učinkovine pridobivajo s pomočjo živih organizmov in lahko pride do velike 
heterogenosti med kompleksnimi proteini. Na področju bioloških zdravil ni generikov, saj 
učinkovini, ki jo uporabimo v biološkem zdravilu in biološko podobnem zdravilu, strukturno 
nista enaki, kot velja za generična zdravila. Zato je EMA uvedla izraz »biološko podobna 
zdravila« (2). Po definiciji Zakonu o zdravilih (Uradni list RS, št. 17/14 in 66/19) je podobno 
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biološko zdravilo oziroma biološko podobno zdravilo; ki je podobno biološkemu 
referenčnemu zdravilu z dovoljenjem za promet. Učinkovina v podobnem biološkem 
zdravilu je podobna učinkovini v referenčnem biološkem zdravilu. Podobnost referenčnemu 
zdravilu mora biti dokazana z vidika kakovosti, biološke aktivnosti, varnosti in učinkovitosti 
na podlagi primerjalnih raziskav. Odmerjanje in način aplikacije morata biti enaka kot pri 
referenčnem biološkem zdravilu. Vsako odstopanje glede oblikovanja zdravila ali njegovih 
pomožnih snovi mora biti ustrezno utemeljeno in podprto z dodatnimi raziskavami (1). 
1.1.1 Monoklonska protitelesa in težave pri njihovi aplikaciji 
Razvoj prve peptidne učinkovine (inzulina) je vodil v razvoj številnih proteinskih učinkovin, 
kot so mAb in fuzijski proteini. MAb so v primerjavi s klasičnimi zdravilnimi učinkovinami 
velike molekule, katerih molekulska masa se giblje nad 150 kDa (2). Število in uporaba mAb 
v terapevtske namene hitro raste, saj je zanje značilna visoka specifičnost, izboljšana 
terapevtska učinkovitost, ter zmanjšano številno neželenih učinkov. Ker gre za velike 
molekule s slabo topnostjo, ki zaradi svoje velikosti ne prehajajo bioloških membran, se 
pojavlja vprašanje, kakšen dostavni sistem bo najprimernejši za uspešno dostavo mAb. 
Peroralna aplikacija namreč ni primerna, saj proteine v gastrointestinalnem traktu razgradijo 
proteaze. Prav tako se je treba zavedati, da pri aplikaciji formulacij z mAb lahko pride do 
aktivacije imunskega sistema in s tem do stranskih učinkov (3).  
1.1.2 Stabilnost formulacij s proteini 
Zdravila s proteinskimi učinkovinami predstavljajo najhitreje rastoče področje farmacije na 
svetu in se uporabljajo za zdravljenje številnih bolezni, kot so kronični hepatitis, revmatoidni 
artritis, psoriaza, Chronova bolezen in različne oblike rakavih obolenj. Najenostavnejša 
oblika aplikacije proteinskih formulacij je intravenska, vendar je pri nekaterih učinkovinah 
problem njihova stabilnost v vodnih raztopinah (4). Da je formulacija s proteinom 
terapevtsko učinkovita, mora biti protein ustrezno stabilen, da ne pride do izgube nativne, 
biološko aktivne oblike proteina, pri čemer se pojavi vprašanje varnosti in učinkovitosti 
zdravila (5). Ker so proteinske učinkovine večinoma nestabilne v vodnem okolju in hkrati 
občutljive na povišano temperaturo, je pogosto metoda izbora za njihovo pripravo 
liofilizacija (4).  
Fizikalna nestabilnost proteina pomeni porušenje njegove sekundarne, terciarne in kvartarne 
strukture. Najpogostejši pojav, ki spada med to vrsto nestabilnosti, je agregacija, ki se pojavi 
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zaradi denaturacije proteina. Do tvorbe agregatov pride zaradi povezovanja monomernih 
enot proteina, lahko pa tudi zaradi povezovanja konformacijsko in kemijsko spremenjenih 
monomernih enot, sprememb na površini proteina in drugo. Do fizikalne nestabilnosti pride 
zaradi sprememb pH, temperature, ionske moči, koncentracije proteina in različnih stresnih 
dejavnikov, tako med postopkom liofilizacije kot tudi splošno (5). 
H kemijski nestabilnosti prištevamo reakcije posameznih delov molekul proteina, po tem, 
ko pride do cepitve peptidne vezi. Med najpogostejše procese kemijske degradacije 
prištevamo oksidacijo, deamidacijo in izomerizacijo (5). Do oksidacije pride ob stiku z 
oksidanti, kot so peroksidi, svetloba in kovine. Prisotnost oksidantov pa ni nujen pogoj za 
pojav oksidacije, saj lahko do nje pride tudi v njihovi odsotnosti (avtooksidacija) (6). 
Deamidacija je ireverzibilna reakcija, pri kateri pride pri fiziološkem pH-ju do pretvorbe 
amidne skupine stranske verige aminokisline (asparagina ali glutamina) v karboksilno 
skupino in sprostitve amonijaka, kar povzroči spremembe v strukturi proteina ter privede do 
zmanjšane učinkovitosti zdravila (5, 6, 7). Drugi najpogostejši pojav kemijske nestabilnosti 
je izomerizacija asparaginske kisline v izoasparaginsko kislino, kar vodi v zmanjšano 
afiniteto molekule proteina do svoje tarče (5). Izomerizacija je pogojena s primarnim 
zaporednjem AK proteina, pH, dielektrično močjo topila ter dodanimi pomožnimi snovmi 
in pufrom. Ker izomerizacija ne povzroči sprememb v naboju molekule in molekulski masi, 
je njena karakterizacija zelo težavna (5, 8).  
Za zmanjšanje težav povezanih z nestabilnostjo proteinskih molekul v času priprave, med 
procesom liofilizacije in v času shranjevanja, je pomemben dodatek stabilizatorjev proteina.  
Mednje prištevamo sladkorje, polimere, poli alkohole, površinsko aktivne snovi in redkeje 
AK. Da dobimo formulacijo s proteinom, ki je stabilna, učinkovita in varna za uporabo, je 
pomembno dobro poznavanje kemijskih in fizikalnih lastnosti pomožnih snovi in proteinske 
učinkovine ter procesa liofilizacije (5). Pomožne snovi, ki jih vsebujejo formulacije s 
proteini, so opisane v poglavju 1.3.  
1.1.3 Subkutana aplikacija 
Zdravila z mAb apliciramo parenteralno. Ločimo več vrst parenteralne aplikacije: 
intravensko, subkutano, intramuskularno - najpogosteje uporabljeni načini aplikacije ter 
intradermalno, intraarterijsko in ostale (3, 9). Formulacije z mAb večinoma apliciramo 
intravensko, vendar gre za zelo boleč način aplikacije, ki med pacienti ni zaželen. Prav tako 
je zahtevana hospitalizacija pacienta, zaradi česar se močno povečajo stroški zdravljenja. 
4 
 
Subkutana aplikacija, pri kateri gre za aplikacijo zdravila v subkutano tkivo oziroma 
subkutis, v zadnjih letih vse bolj raste in pridobiva pomen. Med pacienti je zelo zaželena, 
saj pacientu omogoča, da si zdravilo aplicira  sam, manj pogosto zaradi daljših odmernih 
intervalov. Tako se izboljša sodelovanje pacienta pri zdravljenju, zmanjšajo se stroški 
zdravljenja, saj ni potrebne hospitalizacije pacientov in dodatnega izobraževanja 
zdravstvenega osebja in farmacevtov, ki pripravljajo formulacijo za intravensko aplikacijo. 
Naslednja prednost je tudi hiter čas aplikacije, za katero je potrebnih le nekaj minut, v 
primerjavi z urami, ki so potrebne za aplikacijo infuzije. Število formulacij z mAb, ki jih 
apliciramo subkutano iz leta v leto intenzivno raste, kar lahko vidimo na sliki 1 (3).  
 
Slika 1: Graf prikaza rasti formulacij z mAb za subkutano aplikacijo. Povzeto po (3). 
1.1.4 Visokokoncentrirane formulacije za subkutano uporabo 
Pri razvoju dostavnega sistema za subkutano aplikacijo je pomembno, da zagotovimo 
ustrezno fizikalno-kemijsko stabilnost formulacije med procesom, v času shranjevanja in ob 
aplikaciji zdravila. Pri izdelavi formulacij za subkutano uporabo smo volumsko omejeni, pri 
čemer se maksimalen volumen formulacije giblje od 1,5 ml do 2 ml, kar pomeni pripravo 
visokokoncentriranih formulacij, pri katerih koncentracije proteina presežejo 50 mg/ml 
oziroma ponekod tudi 100 mg/ml (3, 10). Z naraščajočo koncentracijo proteina se zaradi 
prevladovanja interakcij med molekulami poveča verjetnost agregacije. Preprečevanje 
pojava agregacije predstavlja velik izziv pri razvoju visokokoncentriranih proteinskih 
formulacij (10). Aplikacija formulacije, v kateri je prišlo do agregacije, povzroči aktivacijo 
imunskega sistema pacienta ter nastanek protiteles proti zdravilni učinkovini, kar se odraža 
v zmanjšanju učinkovitosti in varnosti zdravila (3). Za preprečevanje agregacije so 
formulacijam pogosto dodani različni stabilizatorji, ki stabilizirajo nativno zgradbo proteina. 
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Vendar visoke količine dodanih stabilizatorjev podaljšujejo rekonstitucijski čas, ki je pri 
visokokoncentiranih formulacijah že v osnovi zaradi visokih koncentracij proteina 
podaljšan. Le-ta se lahko giblje od 20 min, pa vse tja do nekaj ur (11, 12). Podaljšan 
rekonstitucijski čas z vidika pacienta in zdravstvenega osebja ni zaželen. Pristopi za 
skrajšanje rekonstitucijskega časa so tako eden izmed izzivov pri načrtovanju 
visokokoncentriranih proteinskih formulacij (13). Eden izmed pristopov za skrajšanje 
rekonstitucijskega časa je dodatek površinsko aktivnih snovi, ki zmanjšajo površinsko 
napetost in izboljšajo močljivost pogače (11). Čas rekonstitucije lahko skrajšamo tudi tako, 
da v proces liofilizacije vključimo temperiranje (11, 12, 13). Ta korak je možen v primeru, 
če formulacija vsebuje polnilo, ki kristalizira, kot sta na primer manitol in glicin, saj s tem 
omogočimo njuno popolno kristalizacijo (11,13). Postopek temperiranja je nujno potreben 
pri visokokoncentiranih formulacijah, medtem ko pri nizkokoncentriranih manitol 
kristalizira tudi v odsotnosti temperiranja vzorca. Problem, ki se tukaj pojavi je, da velika 
koncentracija stabilizatorjev, ki se formulacijam dodajajo za preprečevanje agregacije 
proteina lahko zavira kristalizacijo manitola (13). 
Z višanjem koncentracije proteina se viša tudi razlika med temperaturo steklastega prehoda 
maksimalno koncentrirane zamrznjene raztopine (Tg´) in temperaturo kolapsa pogače (Tc), 
kar pomeni, da lahko primarno sušenje izvajamo pri višjih temperaturah ter krajši čas (12). 
Ker visokokoncentrirane formulacije potrebujejo večje količine stabilizatorja za 
zagotavljanje stabilnosti proteina in ker je v takšnih formulacijah velika koncentracija 
proteina, velik izziv predstavlja tudi visoka viskoznost (12, 14). Z naraščajočo koncentracijo 
proteina v formulaciji eksponentno narašča tudi viskoznost (3, 10, 14). Težavna je izdelava 
takšnih formulacij kot tudi polnjenje in praznjenje injekcijske brizge pri subkutani aplikaciji 
(10, 15). Pri aplikaciji formulacije z visoko viskoznostjo potrebujemo zelo veliko silo, ki 
povzroči penjenje raztopine, kar lahko privede do denaturacije in inaktivacije proteina. 
Maksimalna viskoznost raztopin primernih za subkutano aplikacijo se giblje med 30-50 
mPa*s (16). Prav tako tlak, ki nasprotuje aplikaciji zelo viskozne raztopine, privede do izgub 
molekul proteina (15). Pristop za zmanjševanje viskoznosti visokokoncentriranih 
proteinskih formulacij je dodatek soli, kot je recimo NaCl ali dodatek pufrov, pri čemer ne 
pride do sprememb stabilnosti proteina (10). Za zniževanje viskoznosti se pogosto 
uporabljajo tudi soli AK, kot sta recimo argininijev hidroklorid in lizinijev hidroklorid (16).  
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Zaradi številnih parametrov, od katerih je odvisna aplikacija in učinkovitost delovanja 
formulacije za subkutano uporabo, je izdelava takšne formulacije velik izziv (3).  
1.2 LIOFILIZACIJA 
Liofilizacija je metoda izbora za pripravo formulacij s proteini, ki v vodnih raztopinah niso 
stabilni. Trenutno se približno 50 % formulacij s proteini izdeluje s procesom liofilizacije in 
ker število na novo odkritih učinkovin zelo hitro raste, dandanes liofilizacija močno 
pridobiva na pomenu (5). 
Proces liofilizacije je sestavljen iz treh korakov: zamrzovanja, primarnega sušenja in 
sekundarnega sušenja. Pri zamrzovanju raztopine odstranimo večino topila, po navadi vode, 
v fazi primarnega sušenja pri nizki temperaturi produkta (Tp) in znižanemu tlaku s procesom 
sublimacije odstranimo zamrznjeno vodo, v zadnji fazi pa pri zvišani Tp in znižanemu tlaku 
poteka desorpcija, s katero odstranimo vezano vodo (17, 18, 19).  
1.2.1 Zamrzovanje 
Zamrzovanje je prva faza procesa liofilizacije, pri čemer znižanje temperature police 
(Tpolic) povzroči, da vzorec zamrzne in se tako spremeni iz tekočega v trdno agregatno 
stanje (17). Začne se, ko se v formulaciji začnejo tvoriti prvi kristali ledu, do česar pride pod 
temperaturo trojne točke, kar sproži proces nukleacije. Bolj kot je raztopina ohlajena, večja 
je sila, ki omogoča kristalizacijo in to vodi v hitrejšo nukleacijo ter tvorbo manjših kristalov 
ledu (20). Zamrzovanje raztopine ne sme biti prepočasno, saj se poveča verjetnost uničenja 
proteina ter separacije faz v sistemu, kar vodi v izgubo vloge uporabljenih pomožnih snovi. 
Med drugim je možen tudi razpad proteina, saj je pri prepočasnem zamrzovanju dolgo v 
koncentrirani raztopini. Običajna hitrost zamrzovanja je 1 °C/min. Po zamrzovanju je 
formulacija v trdnem agregatnem stanju, pri čemer mora biti Tpolic v sušilni komori 
nastavljena na temperaturo pod temperaturo steklastega prehoda kritično koncentrirane 
zamrznjene raztopine (Tgꞌ), če gre za amorfno formulacijo oziroma pod temperaturo 
evtektičnega taljenja (Teu) v primeru kristalne snovi. To temperaturo je potrebno vzdrževati 
dovolj dolgo, da je proces zamrzovanja v celoti zaključen. Po koncu zamrzovanja in pred 
primarnim sušenjem lahko izvedemo temperiranje (ang. annealing) vzorca. V tej fazi 
temperaturo vzorca vzdržujemo nad Tgꞌ, kar poveča mobilnost molekul in jim omogoča, da 
se razporedijo med trdno fazo in tekočo vodno fazo. Pri tem pride do rasti velikih kristalov 
na račun manjših kristalov, kar imenujemo Ostwaldova rast. Prav tako s fazo temperiranja 
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vplivamo na skrajšanje časa primarnega sušenja, saj homogeni in veliki kristali ledu tvorijo 
velike pore, ki omogočajo hitrejšo sublimacijo vode iz vzorca. Temperiranje vključimo v 
proces liofilizacije, kadar želimo doseči popolno kristalizacijo snovi (t. i. polnil), med katere 
prištevamo tudi manitol (20). 
1.2.2 Primarno sušenje  
Po končanem zamrzovanju sledi primarno sušenje, pri čemer s sublimacijo odstranimo 
kristale ledu (17, 19). Proces primarnega sušenja se začne, ko pride do znižanja tlaka v 
komori in postopnega zvišanja Tpolic v sušilni komori. Sublimacijo omogoča toplota, ki se 
prenese iz polic na vzorec, v največji meri s konvekcijo (20). V procesu primarnega sušenja 
se iz formulacije odstrani približno 80–90 % nevezane vode, ki je zamrznila v procesu 
zamrzovanja (18). Ključna parametra primarnega sušenja sta Tpolic in tlak v sušilni komori. 
Na proces primarnega sušenja vplivamo tudi s parametri, ki niso povezani s samim 
procesom, in sicer so to volumen polnjenja viale, višina formulacije v viali, sestava 
formulacije, vrsta viale in drugo (17). Proces primarnega sušenja je najdaljša faza procesa 
liofilizacije in je časovno in stroškovno potratna, zato je bistvena optimizacija cikla. Pri tem 
igra pomembno vlogo izbira ustreznih procesnih parametrov, ki omogočajo nastanek 
produkta sprejemljivega izgleda in z ustreznimi kritičnimi lastnostmi (4). 
Ključen parameter primarnega sušenja je Tp, ki je odvisna od nastavljene Tpolic in tlaka v 
sušilni komori, kar pomeni, da primarno sušenje optimiziramo s spreminjanjem teh dveh 
parametrov (4, 21). Pomemben parameter formulacije pa je poleg Tg´ tudi temperatura 
kolapsa (Tc), ki predstavlja najvišjo dovoljeno temperaturo, pri kateri lahko sušimo 
formulacijo, ki še daje produkt sprejemljivega izgleda in z ustreznimi kritičnimi lastnostmi. 
Tc je močno povezana s Tgꞌ amorfne formulacije oziroma Teu kristalne formulacije. Tp med 
primarnim sušenjem vzdržujemo med Tgꞌ/Teu in Tc (4). Formulacijam dodajamo tudi 
različne pomožne snovi, ki zvišajo Tgꞌ in Tc, kar nam omogoča doseganje višjih Tp med 
primarnim sušenjem ter tako krajši proces sušenja, kar označujemo kot agresivno sušenje. 
Za nizkokoncentrirane proteinske formulacije ( < 50 mg/ml) običajno velja, da je Tc 1-2 °C 
nad Tgꞌ, medtem ko je pri visokokoncentriranih formulacijah ( ≥ 50 mg/ml) bistveno večja 
razlika med Tc in Tgꞌ, kar nam potencialno omogoča izvedbo primarnega sušenja pri višjih 
Tp. Raziskave so pokazale, da primarno sušenje, ki ga izvedemo pri temperaturah višjih od 
Tgꞌ in včasih celo višjih od Tc, pri čemer govorimo o agresivnih pogojih sušenja, v veliki 
večini primerov ne vpliva na stabilnost formulacij s proteini. Sušenje nad Tgꞌ oz. Tc tako 
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predstavlja možno optimizacijo procesa liofilizacije in s tem zmanjšanje stroškov 
proizvodnje, kar je bistvenega pomena za farmacevtsko industrijo (4). 
Tlak v sušilni komori in Tpolic, pri katerih izvedemo primarno sušenje, morata biti takšna, 
da omogoča nemoteno sublimacijo. Če je tlak prenizek, lahko pride do kontaminacije vzorca 
z oljem iz vakuumske črpalke ali do razlik v količini prejete toplote med vialami z vzorci. 
Optimalni tlak, ki ga nastavimo v sušilni komori, je kompromis med maksimalno 
omogočeno sublimacijo ter homogenim prenosom toplote (17, 21). Na sliki 2 vidimo, kako 
nastavljena Tpolic in tlak v sušilni komori vplivata na Tp. Če temperaturo v sušilni komori 
vzdržujemo pri temperaturi X, pod tlakom 45 A.U. (arbitrarne enote), toplota, ki se pri tem 
sprošča, vzdržuje temperaturo vzorca blizu Tg´ (točka A). Če tlak znižamo na 22,5 A.U., 
vzorec ohladimo za 5 K, pri čemer se prav tako zmanjša obseg sublimacije (točka B). 
Zvišanje tlaka na 60 A.U. zviša Tp za 2,5 K nad Tg´ in izboljša sublimacijo, saj postane 
prenos toplote bolj učinkovit (točka C). Zvišanje Tpolic lahko zviša Tp do Tc, ko pride do 
kolapsa pogače. Pri konzervativnih ciklih sta Tpolic in tlak v sušilni komori prilagojena tako, 
da omogočata maksimalno sublimacijo in vzdržujeta Tp pod Tc in Tg´ (točka D) (20). 
 
Slika 2: Vpliv Tpolic in tlaka v sušilni komori na Tp. Povzeto po (20). 
Proces primarnega sušenja je končan, ko se zaključi proces sublimacije. Zato začne Tp 
naraščati proti nastavljeni Tpolic oziroma se le-tej približa na sprejemljivo razliko (za 
agresivne cikle: ΔT = 1 °C; za konzervativne cikle: ΔT = 3-5 °C). Potek procesa sušenja in 
Tp v vzorcih merimo s termočleni, ki jih namestimo v viale, pri čemer je pomembno, da so 
le-ti postavljeni čim bolj na sredini viale, tik nad dnom. Treba je vedeti, da v vzorcih, v 
katerih so termočleni, pride do zmanjšanega ohlajanja ter posledično tvorbe večjih kristalov 
ledu, hitrejše sublimacije, posledično se vzorci sušijo hitreje od vzorcev, ki nimajo 
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termočlenov. Konec primarnega sušenja tako navadno podaljšamo za 10–20 % od časa 
odčitanega iz procesnega grafa, saj s tem zagotovimo, da je proces sublimacije dejansko 
končan v vseh vialah. Pri primarnenm sušenju velja pravilo, da zvišanje Tp za 1 °C, skrajša 
čas sušenja za 13 % (17, 21). 
1.2.3 Sekundarno sušenje 
Po končanem primarnem sušenju produkt vsebuje veliko rezidualne vode, in sicer približno 
5–20 % (v/v). Primarnemu sušenju tako sledi sekundarno sušenje, pri katerem s procesom 
desorpcije odstranimo rezidualno vodo do te mere, da je njena vsebnost v produktu manjša 
od 1 % (v/v). S tem zagotovimo kemijsko in mikrobiološko stabilnost produkta čez celoten 
čas shranjevanja. Temperatura sekundarnega sušenja, ki je višja od temperature primarnega 
sušenja, omogoči, da pride do desorpcije vezane vode, ki med zamrzovanjem ni zamrznila. 
Zviševanje Tpolic na začetku sekundarnega sušenja mora biti postopno, saj lahko v 
nasprotnem primeru pride do kolapsa formulacije. Tlak pri sekundarnem sušenju nima 
bistvenega vpliva na sam proces desorpcije. Tretjo stopnjo liofilizacije tako običajno 
izvajamo pri tlaku, pri katerem je potekalo primarno sušenje, redkeje ga nekoliko znižamo 
(17).  
1.3 LIOFILIZACIJA FORMULACIJ S PROTEINI 
Pomožne snovi predstavljajo največji delež formulacije in so odgovorne tako za stabilnost 
formulacije med shranjevanjem kot tudi za delovanje in učinkovitost zdravilne učinkovine. 
Pri načrtovanju formulacije je pomembna izbira ustreznih pomožnih snovi, pri čemer 
moramo upoštevati fizikalno-kemijske lastnosti, funkcijo, interakcije z zdravilno 
učinkovino, ceno in številne druge dejavnike. Idealna pomožna snov je torej kemijsko 
stabilna, inertna, varna, funkcionalna in ekonomična.  
Ker formulacije s proteini najpogosteje apliciramo parenteralno, smo zelo omejeni z izbiro 
ustreznih pomožnih snovi, saj so le nekatere primerne za takšen način aplikacije. 
Parenteralne farmacevtske oblike vsebujejo pomožne snovi, ki dajejo izotonično raztopino 
z ustreznim pH, povečajo topnost, zagotavljajo stabilnost učinkovine, preprečujejo 
mikrobiološko kontaminacijo ter ne vplivajo na terapevtsko učinkovitost formulacije. 
Pomožne snovi, ki se uporabljajo za pripravo parenteralnih formulacij, so zaradi zahtevane 
visoke kakovosti tudi izredno drage (5). 
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1.3.1 Stabilizatorji 
Stabilizatorji so najpomembnejša skupina pomožnih snovi, ki se uporabljajo v liofilizaciji 
proteinskih formulacij. Delujejo tako, da preprečijo kemijsko in fizikalno nestabilnost 
proteina med zamrzovanjem in sušenjem. Pomembna parametra stabilizatorjev sta Tg´ in 
Tc, saj so od teh dveh parametrov odvisni pogoji in čas trajanja liofilizacijskega cikla. 
Literatura navaja, da so najprimernejši stabilizatorji za liofilizacijski proces tisti, ki imajo 
Tg´ > -40 °C. Najbolj učinkovita stabilizatorja proteinov sta disaharida saharoza in trehaloza, 
ki protein ščitita med liofilizacijskim procesom in v času shranjevanja (5, 18, 20). Gre za 
nereducirajoča sladkorja, za katera je značilno, da med samim procesom ne kristalizirata, 
ampak ostaneta amorfna in ne povzročata separacije faz, saj delujeta tako, da zasedeta mesta, 
ki jih je pred liofilizacijo zasedala voda, in s površino proteina tvorita vodikove vezi (5, 7, 
18). Za ustrezno stabilizacijo proteina je pomembno razmerje med stabilizatorjem in 
proteinom. Raziskave so pokazale, da je optimalno molarno razmerje disaharida in proteina, 
ki zagotavlja učinkovito stabilizacijo proteina, 360 : 1 (5, 20). Če je delež sladkorja prevelik, 
pride do znižanja Tg´. Liofilizacijski cikel optimiziramo tudi z izbiro ustreznih Tc 
modifikatorjev, ki imajo višje Tc, kot saharoza (Tg´ = -32 °C) in trehaloza (Tg´ = -29 °C). 
Njihova uporaba omogoča zvišanje temperature primarnega sušenja brez vpliva na izgled in 
strukturo liofilizata (5). Kot stabilizatorje lahko uporabimo monosaharide (glukoza, 
galaktoza, manoza, fruktoza, riboza …) in polisaharide (manitol, glicerol, sorbitol …), 
čeprav je njihova uporaba v proteinskih formulacijah redkejša, saj imajo precej nižje 
vrednosti Tg´ v primerjavi z disaharidi (18, 20). Uporaba reducirajočih sladkorjev je zelo 
redka, ker so podvrženi Maillardovi reakciji, ki negativno vpliva na stabilnost proteina. 
1.3.2 Polnila 
V proteinskih formulacijah, ki jih liofiliziramo, uporabljamo tudi polnila, ki zagotovijo 
sprejemljiv izgled pogače po liofilizacijskem ciklu in v primeru majhne količine proteina v 
viali preprečijo njegovo izgubo med procesom (22). Od polnil so odvisne morfološke 
lastnosti pogače, zato je njihovo delovanje močno odvisno od pogojev liofilizacijskega 
procesa. Polnila, ki kristalizirajo, delujejo tako, da tvorijo kristalno mrežo, s katero nudijo 
mehansko oporo za amorfni del, ko med primarnim sušenjem Tp preseže Tg´ oziroma Tc 
(5). S tem je preprečen mikrokolaps liofilizacijske pogače (23). Uporaba polnil nam torej 
omogoča optimizacijo cikla, saj lahko izvedemo agresivne pogoje sušenja (Tp > Tg´ oz. Tc). 
Pomembna je zagotovitev popolne kristalizacije teh snovi, saj s tem preprečimo njihovo 
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kristalizacijo v času shranjevanja, kar zmanjša stabilnost proteina (5, 7, 22). Popolno 
kristalizacijo običajno zagotovimo z uvedbo temperiranja (5, 22). 
Najpogosteje v ta namen uporabljamo manitol in glicin, ki zagotovita ustrezen izgled pogače 
z ohranjenimi fizikalnimi lastnostmi proteina ter tudi delujeta kot modifikatorja za 
zagotavljanje izotoničnosti formulacije (22, 23). Pri tem je zelo pomembna količina polnila, 
ki ga v formulaciji uporabimo, še posebej pri koncentraciji proteina > 50 mg/ml, saj protein 
zviša Tg´. Dokazano je, da je najnižje razmerje med stabilizatorjem in polnilom, ki že 
omogoča kristalizacijo polnila 1 : 2. Če je to razmerje preveliko, pride do zmanjšane 
fizikalne stabilnosti proteina. Pomembno vlogo imajo tudi koncentracija proteina, njegove 
lastnosti, pH formulacije ter koncentracija pufra. Najprej je veljalo prepričanje, da 
kristalizacija polnil ne vpliva na delovanje proteina, vendar so kasneje ugotovili, da 
preobsežna kristalizacija zmanjša fizikalno stabilnost proteina (5).  
Kot polnila lahko uporabimo tudi polisaharide, kot je na primer dekstran, polimere 
(polietilenglikol (PEG), ki med procesom liofilizacije ostanejo amorfni ter AK, katerih 
funkcija je opisana v poglavju 3.2.6. Uporaba polnil v proteinskih formulacijah je torej zelo 
široka, in sicer se uporabljajo za zagotavljanje izotoničnosti, skrajšanja rekonstitucijskega 
časa ter ugodnega vpliva na izgled liofilizata tudi v primeru agresivnih pogojev sušenja (5).  
1.3.3 Površinsko aktivne snovi (PAS) 
PAS so amfifilne molekule, ki so sestavljene iz hidrofobnega in hidrofilnega dela (24). S 
hidrofobnimi deli se adsorbirajo na površino proteina ali na površino med ledom/zrakom in 
vodo. V formulacijah s proteini, ki jih liofiliziramo, se uporabljajo zato, ker preprečujejo 
razvitje proteina, agregacijo in zmanjšajo verjetnost denaturacije proteina (5, 22, 24). 
Najpogosteje se v parenteralnih formulacijah mAb uporabljajo neionske PAS. Takšna 
primera sta polisorbat 20 in 80. V primerjavi z ionskimi PAS ter ostalimi polisorbati, 
preprečujeta denaturacijo in agregacijo proteina ter njegovo adsorpcijo na membranski filter 
in primarno ovojnino. Polisorbate najpogosteje uporabljamo v koncentracijah od 0,001 do 
0,1 % (w/v), čeprav je največkrat dejanska uporabljena koncentracija najnižja koncentracija, 
ki že učinkovito stabilizira mAb (24). Ob uporabi polisorbata je pomembno, da se zavedamo 
njegove občutljivosti na svetlobo in možne oksidacije in hidrolize. Produkti, ki pri tem 
nastanejo, imajo negativen vpliv na stabilnost proteina (5, 24). Pri izbiri polisorbatov je 
pomembno, da se zavedamo, da je njihova kakovost zelo različna in posledično se med 
različnimi proizvajalci polisorbata razlikuje tudi njihov vpliv na protein. Kot alternativa 
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polisorbatom se lahko uporabljajo tudi poloksameri, vendar je trenutno njihova uporaba zelo 
redka (5).  
1.3.4 Pufrne soli 
Namen pufrov je ohranjanje pH formulcije blizu pH vrednosti, ki zagotavlja optimalno 
delovanje in stabilnost proteina (18, 20). Izoelektrična točka proteina vpliva na pH vrednost 
formulacije, ki mora biti v območju optimalnega delovanja proteina, saj tako ni draženja, 
bolečine in neželenih učinkov ob aplikaciji formulacije. Izbira ustreznega pufra je zelo 
pomembna, saj je protein med liofilizacijo izpostavljen različnim stresnim dejavnikom, v 
času rekonstitucije in shranjevanja, kar lahko povzroči velike spremembe pH. Večina 
proteinov ima pH območje delovanja med 4,6 in 8,2. Pomembno je, da soli pufrov med 
liofilizacijo ne kristalizirajo, saj lahko pride do spremembe pH in nestabilnosti proteina, 
vendar študije glede tega navajajo zelo različna dejstva (5). Takšen primer pufra, ki 
kristalizira, je dinatrijev hidrogenfosfat dodekanat (Na2HPO4*12H2O), zato je pomembno, 
da ga uporabimo v čim nižjih koncentracijah (20).  
Najpogosteje se pri formulacijah s proteinskimi zdravilnimi učinkovinami, ki jih 
liofiliziramo, uporabljajo natrijev fosfat, acetat, citrat in sukcinat (5). Najbolj zaželena je 
uporaba citratnega pufra in njegovih soli, saj ima majhno težnjo po kristalizaciji (5, 20). Prav 
tako ima citratni pufer visoko Tc, zaradi česar omogoča skrajšanje časa primarnega sušenja 
(5).  
1.4 VPLIV AK NA PROCES LIOFILIZACIJE IN LASTNOSTI 
VISOKOKONCENTRIRANIH LIOFILIZIRANIH PROTEINSKIH FORMULACIJ 
Uporaba AK v parenteralnih proteinskih formulacijah je v zadnjih letih vse pogostejša, saj 
imajo zelo široko področje delovanja. Uporabljajo se lahko kot pufri, stabilizatorji, polnila 
ter za doseganje izotoničnosti formulacije (25, 26). Trenutno sta najpogosteje uporabljeni 
polnili manitol in glicin, vendar je za zagotavljanje popolne kristalizacije potrebna zelo 
velika količina teh dveh polnil. Nekatere AK izkazujejo sposobnost kristalizacije, zato se 
lahko uporabijo kot alternativa manitolu in glicinu. Horn in raziskovalci so preučevali AK, 
ki kristalizirajo: fenilalanin, izolevcin, levcin, glicin ter metionin, ki ima tudi antioksidativne 
lastnosti, kot potencialna nova polnila (7, 26).  
Velika prednost AK je sposobnost kristalizacije, tudi kadar prevladuje stabilizator, kar 
pomeni, da jih lahko liofiliziramo pri višjih Tp oziroma pri agresivnih pogojih sušenja. 
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Razmerje AK : saharoza 5 : 45 in 10 : 40 zagotovi popolno kristalizacijo formulacije pri 
agresivnih pogojih sušenja. Glicin pri agresivnih pogojih sušenja kristalizira šele pri 
razmerju glede na saharozo 5 : 2, medtem ko manitol pri razmerjih s saharozo 4 : 1. 
Formulacije z AK, ki jih liofiliziramo pri agresivnih pogojih, morajo tako imeti zadostno 
količino AK, saj v primeru premajhnih količin AK glede na saharozo (2,5 : 47,5) ne pride 
do pojava kristalizacije (7). Bosch, ki je podrobneje proučeval le fenilalanin v kombinaciji s 
saharozo in manitol v kombinaciji s saharozo, je ugotovil, da pri zelo majhnih količinah te 
AK pride do kolapsa pogače (na primer fenilalanin : saharoza (Phe : sah) = 0,5 : 10). Ob 
povečanju deleža AK (1 : 10) je še vedno prisoten mikrokolaps pogače, ki je viden s prostim 
očesom. Manitol : saharoza (Man : sah) = 10 : 10 in Phe : sah = 2 : 10 omogočata nastanek 
pogače sprejemljivega izgleda, vendar pride ob stenah viale do manjšega dviga pogače. Višji 
delež manitola, torej Man : sah = 50 : 10 in Phe : sah = 3 : 10 daje elegantno pogačo, 
sprejemljivega izgleda. Izgled liofilizatov s fenilalaninom in manitolom je primerljiv, vendar 
se močno razlikuje količina polnil v formulacijah (25).  
Na proces liofilizacije in lastnosti liofilizatov, ki vsebujejo AK ima zelo velik vpliv razmerje 
med AK in saharozo v formulaciji, saj vpliva na številne parametre: Tg´ in Tc ter posledično 
na procesne pogoje liofilizacije, kristalizacijo AK, izgled liofilizatov, stabilnost mAb ter 
rekonstitucijski čas. Horn in sodelavci so ugotovili, da zvišanje deleža AK, ki kristalizira, 
povzroči zvišanje vrednosti Tg´ ter omogoča sušenje pri višjih Tp, kar je ugotovil tudi Bosch 
pri proučevanju fenilalanina (25, 27). Dodatek AK tako omogoči optimizacijo 
liofilizacijskega cikla, saj lahko proces liofilizacije izvedemo pri višjih Tp, kar skrajša 
trajanje primarnega sušenja (27). Zelo zanimiva lastnost AK je ta, da v ustreznem razmerju 
s saharozo kristalizirajo tudi v odsotnosti temperiranja vzorca (7, 28).   
Razmerje med AK in saharozo vpliva tudi na rekonstitucijski čas. Z naraščanjem deleža AK 
v formulaciji začnejo prevladovati njene hidrofobne lastnosti, ki se kažejo kot slaba 
močljivost ter slabo raztapljanje pogače. Horn in sodelavci so proučevali rekonstitucijski čas 
formulacij s fenilalaninom, izolevcinom in levcinom ter ugotovili, da je najkrajši 
rekonstitucijski čas v formulaciji, ki vsebuje fenilalanin, ne glede na razmerje s saharozo, 
saj izmed proučevanih AK izkazuje najnižjo hidrofobnost. Formulaciji z izolevcinom in 
levcinom imata sicer podobne fizikalne lastnosti, kot so kemijska struktura, izoelektrična 
točka in topnost, ampak kljub temu zelo različen čas rekonstitucije. Najverjetneje do te 
razlike pride zaradi različne kristalne strukture, ki jo tvorita s saharozo. Za formulacije z AK 
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je tudi značilno, da se rekonstitucijski čas bistveno ne razlikuje glede na temperaturo medija, 
ki ga pri rekonstituciji uporabimo. Zaradi teh lastnosti je pri formulacijah z AK, ki so zelo 
hidrofobne (levcin in izolevcin) nujna uporaba PAS, ki ugodno vplivajo na čas rekonstitucije 
(27).  
Glavni slabosti AK sta omejeno območje delovanja in slaba topnost v vodi. pH območje 
delovanja AK je zelo omejeno in se giblje med 5 in 7. Zato je pri načrtovanju formulacije 
zelo pomembno uravnavanje pH, saj ekstremni pH povzročijo njen kolaps. AK, ki 
kristalizirajo so zaradi hidrofobnosti zelo slabo topne v vodi. Razporeditev AK glede na 
hidrofobnost lahko vidimo v preglednici I. Ta njihova lastnost predstavlja velike omejitve 
pri uporabi AK v večjih količinah (27). 
Preglednica I: Fizikalno-kemijske lastnosti AK, ki so razporejene glede na hidrofobnost. 
Kristaliničnost pomeni, da je med procesom liofilizacije prišlo do kristalizacije. Celokupna 
koncentracija trdnih snovi: *0,24 M, **0,12 M, *** 50 mg/ml.  Povzeto po (27). 
AK Hidrofobnost  Morfologija formulacije po liofilizaciji Topnost 
pri 25 °C 
(g / 100 g) 
Raztopina AK Raztopina z AK : 
saharoza = 2,5 : 47,5*** 
Izolevcin 1,000 Kristalinična** Kristalinična 4,12 
Fenilalanin  0,951 Kristalinična* Amorfna  2,97 
Levcin 0,918 Kristalinična** Kristalinična 2,19 
Metionin 0,811 Kristalinična** Kristalinična 3,38 
Glicin 0,770 Kristalinična* Amorfna 24,99 
Prolin 0,678 Kristalinična* - 162,3 
Histidin 0,548 Tg = 37 °C** Amorfna 4,29 
Lizin 0,263 Tg = 68 °C - - 
Arginin 0,000 Tg = 42 °C Amorfna - 
Manitol - Kristalinična*** - 21,6 
 
Na kristalizacijo AK ima velik vpliv koncentracija mAb. Horn in sodelavci so proučevali 
vpliv koncentracije mAb na kristalizacijo formulacije z izolevcinom, levicom ter 
fenilalaninom v različnih razmerjih glede na saharozo, in sicer v razmerjih 5 : 45 ter 10 : 40. 
Liofilizacijski proces, ki so ga izvedli, ni imel vključenega temperiranja vzorca. 
Zamrzovanje je potekalo pri -50 °C, primarno sušenje pri 20 °C in tlaku 0,52 mbar ter 
sekundarno sušenje pri 40 °C in tlaku 0,52 mbara. Ugotovili so, da koncentracija mAb vpliva 
na kristalizacijo AK, saj pri Phe : sah = 1 : 4 pri koncentraciji mAb 50 mg/ml ni prišlo do 
kristalizacije fenilalanina, pogača je bila kljub temu sprejemljivega izgleda. Pri fenilalaninu 
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namreč zvišana koncentracija proteina zavira njegovo kristalizacijo. Pri izolevcinu in levcinu 
kristalizacija zaradi višje koncentracije mAb ni ovirana, pri čemer dobimo pogačo 
sprejemljivega izgleda (27).  
AK, ki ne kristalizirajo, lahko delujejo kot stabilizatorji (28). Njihovo delovanje kot 
stabilizatorji je podobno disaharidom, poliolom in polimerom, čeprav natančen mehanizem 
še ni poznan. Kot stabilizatorja se v kombinaciji s sladkorji najpogosteje uporabljata glicin 
in histidin, sledi jima arginin (5, 26). V zadnjih letih se je zelo razširila uporaba arginina pri 
izdelavi visokokoncentriranih proteinskih formulacij za subkutano uporabo, saj deluje kot 
stabilizator, torej zmanjšuje možnost agregacije, poveča topnost proteina in zmanjša 
viskoznost raztopine (26). Redko se kot stabilizatorji v parenteralnih formulacijah 
uporabljajo prolin, alanin, serin, fenilalanin, izolevcin, levcin, lizin in valin (5). 
Pri visokokoncentriranih formulacijah se za zniževanje viskoznosti pogosto uporabljajo soli 
arginina, najpogosteje argininijev klorid (5, 16, 28). V ta namen se lahko uporabijo tudi 
lizinijev hidroklorid, histidinijev hidroklorid ter različne soli, kot so NaCl, NaAc, Na2SO4 in 
NH4Cl, vendar je njihov učinek odvisen od vrste proteina in lastnosti formulacije (5, 16, 29). 
AK imajo tudi velik vpliv na čas rekonstitucije visokokoncentriranih liofiliziranih 
formulacij. Formulacije, ki vsebujejo lizin in prolin, imajo dolg rekonstitucijski čas zaradi 
težavne rekonstitucije, čeprav sta AK dokaj hidrofilni (7, 30). Še učinkovitejša je pri 
skrajšanju rekonstitucijskega časa uporaba kombinacije več AK. Takšen primer je 
kombinacija arginina, alanina ali glicina. Z naraščajočo koncentracijo proteina narašča 
rekonstitucijski čas, zato je zelo pomembno, da za dosego optimalnega rekonstitucijskega 
časa najdemo primerno AK in njeno količino. Potreben je kompromis med primernim 
razmerjem med AK in saharozo, da zagotovimo preprečevanje agregacije ter dobimo 
ustrezen rekonstitucijski čas (30).  
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2. NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je najti AK, ki bi bile kot »nova polnila« primerne za liofilizacijo 
visokokoncentriranih formulacij mAb za subkutano aplikacijo.  
Najprej bomo pod agresivnimi pogoji liofilizirali formulacije z različno koncentracijo mAb 
(mAb : saharoza = 1 : 1 oziroma molarno 1 : 450) ter ugotavljali ali je kolaps pogače odvisen 
od koncentracije mAb. Tako bomo potrditi ali ovrgli hipotezo 1: formulacije z višjimi 
koncentracijami mAb lahko sušimo pri višjih Tp, to je pri bolj agresivnih pogojih, kot 
formulacije z nižjimi koncentracijami mAb.  
Osnova za izbiro primernih AK bodo rezultati že objavljenih študij in rezultati 
konzervativnih ciklov, kjer bomo liofilizirali formulacije s koncentracijo mAb 90 mg/ml in 
AK izolevcin, fenilalanin, arginin, lizin, levcin, prolin in metionin v različnih razmerjih s 
saharozo (1 : 15, 1 : 3 ter 1 : 7). Na osnovi izgleda liofilizatov in njihovih rekonstitucijskih 
časov bomo med AK izbrali najbolj obetavne za nadaljnje raziskave. 
Iskali bomo optimalno razmerje AK : saharoza, kjer bomo dobili pogačo sprejemljivega 
izgleda pri nizkokoncentriranih formulacijah, torej pri koncentraciji mAb 30 mg/ml pod 
različnimi agresivnimi pogoji liofilizacije. Kot primerjalni vzorec nam bo služil vzorec brez 
AK in razmerjem mAb : saharoza = 1 : 1. Želeli bomo tudi ugotoviti, ali nova polnila 
omogočajo sušenje pri agresivnih pogojih in kakšen je njihov vpliv na stabilnost mAb. Tako 
bomo potrditi ali ovrgli hipotezo 2: manitol omogoča sušenje pri agresivnih pogojih v 
primeru razmerja Man : sah = 2 : 1, nova polnila (AK) pa so za enak učinek potrebna v 
nižjem deležu celokupne mase saharoze in polnila. Pri načrtovanju agresivnega 
liofilizacijskega cikla se bomo osredotočili na primarno sušenje, pri čemer bomo s 
spreminjanjem tlaka v sušilni komori in Tpolic liofilizatorja ugotavljali vpliv na končni 
izgled pogače. 
Ko bomo našli optimalno razmerje med AK in saharozo pri nizkokoncentriranih 
formulacijah, bomo proces liofilizacije izvedli tudi na visokokoncentriranih formulacijah 
mAb s koncentracijo 90 mg/ml.  
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3. MATERIALI IN METODE DELA 
3.1 MATERIALI 
L-histidin Merck, Nemčija 
Saharoza Merck, Nemčija 
Manitol Merck, Nemčija 
Polisorbat 20 Merck, Nemčija 
L-arginin Merck, Nemčija 
L-fenilalanin Merck, Nemčija 
L-levcin Merck, Nemčija 
L-izolevcin Merck, Nemčija 
L-metionin Merck, Nemčija 
L-lizin monoklorid Merck, Nemčija 
L-prolin Merck, Nemčija 
Ultra čista voda Fakulteta za farmacijo, Slovenija 
Natrijev hidroksid Merck, Nemčija 
Klorovodikova kislina Merck, Nemčija 
Monoklonsko protitelo Lek d. d., Biofarmacevtika Mengeš, Slovenija 
 
3.2 NAPRAVE 
Analitska tehnica Mettler Toledo, XS205 Dual Range, ZDA 
Precizna tehtnica Mettler Toledo, AG245, ZDA 
Avtoklav   Kambič, A-21 CAVA K, Slovenija 
Elektronska pipeta Sartoruis-BIOHIT 100-5000 µl, Nemčija 
Konduktometer Mettler Toledo, MC 226, ZDA 
LAF komora Waldner, Variolab W90, Nemčija 
Liofilizator Christ, Epsilon 2-6D, (17083), Nemčija 
Mešalo Grant bio, Shaker-Incubator ES-20 
pH meter Mettler Toledo, Seven Compact, ZDA 
Sistem za filtracijo Millex® GV, Merk Millipore, 0,22µm, SLGVV255F, Irska  
Suhi sterilizator NET-ELMED, Slovenija 
UV-VIS spektrofotometer Agilent Technologies, HP 8453, ZDA 
Zetasizer Nano ZS                                      Malvern Instruments, Velika Britanija 
DSC Mettler Toledo, ZDA 
Magnetno mešalo ROTAMIX 560 MMH; Slovenija 
Aluminijasti lončki za DSC (prostornina 40 µl)  
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Tesnilna stiskalnica za 
zapiranje lončkov 
Mettler Toledo, Švica 
Injekcijska brizga DiscarditTM II, Španija  
Injekcijska igla Tik d.o.o., Slovenija 
Inkubator Kambič, SP-45, Slovenija 
 
3.3 METODE 
3.3.1 Priprava raztopin, potrebnih za pripravo vzorcev in slepih raztopin 
Pred začetkom dela smo pripravili raztopine, ki smo jih potrebovali pri pripravi vzorcev in 
slepih raztopin, in sicer 1 M raztopino NaOH in 5 % (v/v) raztopino polisorbata 20. 
Priprava 1 M raztopine NaOH 
1 M raztopino NaOH smo pripravili tako, da smo v tehtalni čolniček na natančni tehnici 
natehtali 40 g trdnega NaOH v obliki pelet. V 1 l bučko smo najprej nalili nekaj mililitrov 
ultra čiste vode, nato pa med postopnim mešanjem dodajali NaOH. Ko se je NaOH raztopil, 
smo bučko do oznake dopolnili z ultra čisto vodo.  
Priprava 5 % polisorbata 20 
Petodstotno raztopino polisorbata 20 smo pripravili tako, da smo v 50 ml bučko na analizni 
tehnici natehtali 2,5 g polisorbata 20, ter z ultra čisto vodo dopolnili do celokupne mase 50 
g. Pri pripravi je pomembno, da vodo dodajamo počasi, da ne pride do prevelikega penjenja. 
Bučko smo takoj ovili z aluminijasto folijo, saj je polisorbat 20 na svetlobi zelo nestabilen 
in hitro pride do oksidacije. Če se polisorbat v celoti ne raztopi, lahko bučko za nekaj minut 
postavimo v ultrazvočno kadičko. 5 % (v/v) raztopino polisorbata 20 smo zaradi njegove 
nestabilnosti pripravljali sproti ter hranili v hladilniku. 
3.3.2 Postopek priprave slepih raztopin za liofilizacijo 
Pred procesom liofilizacije smo morali pripraviti slepe raztopine, katerih priprava se ni 
razlikovala med konzervativnim in agresivnim ciklom. Kadar smo liofilizirali formulacijo z 
vzorcem določene koncentracije ter razmerjem med saharozo in polnilom, smo tudi 
pripravili slepo raztopino iste koncentracije z enakim razmerjem med polnilom in saharozo. 
V čašo smo najprej natehtali nekaj ultra čiste vode ter dodali magnetno mešalo. Nato smo 
na precizni tehtnici v tehtalni čolniček zatehtali histidin, v manjšo čašo 1 M raztopino HCl, 
v večji tehtalni čolniček saharozo, v manjši tehtalni čolniček AK, ki smo jo v posameznem 
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vzorcu uporabili (L-histidin, L-arginin, L-fenilalanin, L-izolevcin, L-levcin, L-metionin, L-
lizin monoklorid, L-prolin) ter v manjšo čašo 5 % raztopino polisorbata 20. Pomožne snovi 
smo v takšnem zaporedju postopoma dodajali v čašo z magnetnim mešalom. Med mešanjem 
smo občasno dodajali tudi ultra čisto vodo. Po končanem mešanju smo izmerili pH raztopine 
ter ga uravnali z 1 M NaOH ali 1 M raztopino HCl ter dopolnili z miliQ vodo do končne 
mase. 
3.3.3 Postopek priprave vzorcev za liofilizacijo 
Pri pripravi formulacij smo uporabili protein (mAb), ki so nam ga dostavili iz Lek, d. d., 
biofarmacevtika Mengeš, Slovenija. Protein in vse pripravljene formulacije proteina smo 
shranjevali v hladilniku, pri temperaturi -20 °C. Iz hladilnika smo jih vzeli na dan 
liofilizacije oziroma pred izvedbo ostalih analiznih metod ter nekaj časa počakali, da se je 
raztopina temperirala na sobno temperaturo.  
Vzorce za konzervativni cikel, kjer smo uporabili mAb s koncentracijo 90 mg/ml, smo ne 
glede na izbrano razmerje med AK in saharozo pripravili po preračunu v protokolu tako, da 
smo v tehtalni čolniček na precizni tehtnici najprej zatehtali AK, nato pa v drugi tehtalni 
čolniček raztopino 5 % (v/v) polisorbata 20 ter ju skupaj z ultra čisto vodo, ki smo jo odmerili 
z avtomatsko pipeto dodali v izhodiščno vialo s proteinom in jo dali na mešalo. Mešali smo 
tako dolgo, dokler se ni raztopila vsa AK. Mešanje vzorca ni smelo biti prehitro, saj bi lahko 
prišlo do denaturacije proteina ali pa penjenja. Mešali smo s hitrostjo 90 obratov/min. Prav 
tako smo po istem postopku pripravili vzorce za agresivne liofilizacijske cikle s 
koncentracijo mAb 30 in 90 mg/ml glede na izbrano razmerje med saharozo ter izbranimi 
polnili (fenilalanin, izolevcin, manitol). Sestava formulacij s proteinom je bila v vseh 
primerih enaka, edina razlika med formulacijami je ta, da se spreminja razmerje med 
polnilom (AK ali manitol) in saharozo. Pri pripravi vzorcev je bilo pomembno, da je bilo 
razmerje med mAb in (saharoza + polnilo) 1 : 1 oziroma molarno 1 : 450. Vzorce mAb brez 
dodanih polnil s koncentracijami protitelesa 30, 60, 90 in 120 mg/ml smo pripravili tako, da 
smo v tehtalni čolniček zatehtali preračunano količino 5 % (v/v) polisorbata 20, ki smo ga 
dali v izhodiščno vialo ter dodali ustrezno količino ultra čiste vode, ki smo jo odmerili z 
avtomatsko pipeto, da smo dobili želeno koncentracijo mAb. Preostali del postopka je enak 
kot zgoraj.  
Viale s pripravljenimi raztopinami vzorca smo obrisali s 70 % raztopino etanola in prenesli 
v  komoro z laminarnim pretokom zraka (LAF), kjer smo delo nadaljevali.  
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3.3.4 Sterilizacija in priprava materiala  
Material, ki smo ga uporabili pri pripravi vzorcev, smo predhodno sterilizirali. Zamaške za 
viale smo pred sterilizacijo sprali z ultra čisto vodo ter jih skupaj z nastavki za pipete dali v 
kovinsko kaseto ter avtoklavirali 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 0,1 bar. Viale in 
čaše, ki smo jih dali v kovinsko škatlo za suho sterilizacijo ter liofilizacijski pladenj smo 
prav tako sprali z ultra čisto vodo ter jih sterilizirali s suho toploto 2 uri pri temperaturi        
180 °C. Po končani sterilizaciji smo kovinsko kaseto in kovinsko škatlo za suho sterilizacijo 
ustrezno prenesli v LAF komoro, kar pomeni, da smo ju prebrisali s 70 % raztopino etanola. 
To smo storili tudi s čašo, v kateri smo imeli membranske filtre, injekcijske brizge ter igle.   
3.3.5 Filtracija raztopin za liofilizacijo in polnjenje vial 
Raztopine vzorcev smo v LAF komori filtrirali skozi membranski filter z velikostjo por 
0,22 µm v čašo za vsako koncentracijo mAb posebej oziroma pri uporabi iste koncentracije 
mAb za vsako polnilo posebej v izbranem razmerju glede na saharozo. Nato smo 2 ml 
raztopine vzorca z avtomatsko pipeto alikvotirali v viale za liofilizacijo. V vsaki čaši smo 
zmeraj pustili nekaj vzorca, ki smo ga uporabili za analitiko.  
Slepe raztopine smo pripravili pred vsakim ciklom in jih prav tako polnili v viale po 2 ml. V 
primeru uporabe vzorcev, katerih slepe raztopine smo že liofilizirali, smo jih za ponovno 
uporabo rekonstituirali z 2 ml ultra čiste vode. Med posameznimi cikli smo vzorce slepih 
raztopin shranjevali v hladilniku pri -20 °C.  
3.3.6 Liofilizacijski pladej in namestitev termočlenov  
Viale z vzorci smo namestili na srednjo polico liofilizatorja, približno na sredino 
liofilizacijskega pladnja. Okoli vial z vzorci z določeno koncentracijo mAb in izbranim 
razmerjem med polnilom in saharozo, smo namestili viale slepih raztopin, s polnilom 
enakega razmerja glede na saharozo, kot je bilo v vzorcu. V eno vialo vsakega vzorca, ki 
smo ga liofilizirali, smo namestili termočlene za spremljanje Tp. Rx termočlen, ki je poleg 
merjenja Tp namenjen tudi merjenju električne upornosti vzorca, smo namestili v vialo slepe 
raztopine. Viale s termočleni smo postavili na sredino liofilizacijskega pladnja za dosego 
čim boljše primerljivosti Tp in ker se tam vzorci najpočasneje sušijo. Zaželeno je, da je 
termočlen postavljen čim bolj na sredino viale, tik nad dno in se ne dotika sten. Na sliki 3 je 
prikazana postavitev vial z vzorci s koncentracijo mAb 90 mg/ml in razmerji med saharozo 
in polnili, ki so se v predhodnih ciklih izkazala kot najboljša, kar pomeni, da smo po končani 
liofilizaciji dobili vzorce sprejemljivega izgleda. Pri teh vzorcih smo uporabili              
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razmerja: (Phe : sah) = 1 : 4, izolevcin : saharoza (Ile : sah) = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2. Vzorec, 
ki je vseboval samo saharozo, je služil kot primerjalni vzorec.  
 
 
 
Slika 3: Postavitev vzorcev na liofilizacijskem pladnju s koncentracijo mAb 90 mg/ml in 
različnimi razmerji polnilo : saharoza. 
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3.4 POGOJI LIOFILIZACIJE 
Agresivne cikle smo oblikovali na osnovi rezultatov dveh konzervativnih ciklov, ki smo jih 
predhodno izvedli. Agresivni cikel smo optimizirali tako, da smo spreminjali tlak v sušilni 
komori in Tpolic liofilizatorja ter dodatno vključili korak temperiranja. V preglednici II so 
predstavljeni pogoji obeh konzervativnih ciklov. V preglednicah III-VI so predstavljeni 
agresivni pogoji liofilizacije. Po končanem procesu liofilizacije smo vrednotili lastnosti 
formulacije s proteinom. Pri vrednotenju lastnosti smo uporabili različne metode, in sicer 
diferenčno dinamično kalorimetrijo, dinamično sipanje laserske svetlobe, gelsko 
izključitveno kromatografijo. 
Preglednica II: Pogoji konzervativnega liofilizacijskega cikla.  
Korak Čas 
(hh:mm) 
T (°C) Hitrost 
(°C/min) 
Tlak 
(mbar) 
Varnostni 
tlak (mbar) 
∆T 
(°C) 
1 Nalaganje  20  atm OFF OFF 
2 Ohlajanje 0:30 5 -0,5 atm OFF OFF 
3 Zamrzovanje 1:30 -40 -0,5 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 4:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
5 Primarno sušenje 0:05 -40 0,0 0,12 OFF OFF 
6 Primarno sušenje 0:59 -40 0,0 0,12 OFF OFF 
7 Primarno sušenje 0:40 -20 0,5 0,12 1,65 OFF 
8 Primarno sušenje 48:00 -20 0,0 0,12 1,65 OFF 
9 Sekundarno sušenje 
(Sek. sušenje) 
0:01 -20 0,0 0,12 1,65 5 
10 Sek. sušenje 0:14 -20 0,0 0,12 1,65 5 
11 Sek. sušenje 1:40 30 0,5 0,12 1,65 OFF 
12 Sek. sušenje 15:00 30 0,0 0,12 1,65 OFF 
Skupaj čas  72:39 h       
 
 
 
 
 
 
 
23 
 
Preglednica III: Agresivni liofilizacijski cikel 1 (čas primarnega sušenja 20 ur, T = 30 °C in 
p = 1,51 mbara) izveden na vzorcih različnih koncentracij mAb brez dodanih polnil.  
Korak 
 
Čas 
(hh:mm) 
T (C) Hitrost 
(C/min) 
Tlak 
(mbar) 
Varnostni 
tlak (mbar) 
T 
(C) 
1 Nalaganje  20  atm OFF OFF 
2 Ohlajanje 0:30 5 -0,5 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 0:30 5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 1:30 -40 -0,5 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 4:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Primarno sušenje 0:05 -40 0,0 1,51 OFF OFF 
7 Primarno sušenje 0:59 -40 0,0 1,51 OFF OFF 
8 Primarno sušenje 2:20 30 0,5 1,51 3,01 OFF 
9 Primarno sušenje 20:00 30 0,0 1,51 3,01 OFF 
10 Sek. sušenje 0:05 30 0,0 0,05 3,01 5 
11 Sek. sušenje 0:14 30 0,0 0,05 3,01 5 
12 Sek. sušenje 11:00 30 0,0 0,05 3,01 OFF 
Skupaj čas 41:13      
 
Preglednica IV: Agresivni liofilizacijski cikel 2 (čas primarnega sušenja 20 ur, T = 30 °C in 
p = 0,3 mbara) izveden na vzorcih s koncentracijo mAb 30 mg/ml in z dodanimi polnili v 
razmerjih Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9 ter Man : sah = 4 : 2. 
Korak 
 
Čas 
(hh:mm) 
T (C) Hitrost 
(C/min) 
Tlak 
(mbar) 
Varnostni 
tlak (mbar) 
T 
(C) 
1 Nalaganje  20  atm OFF OFF 
2 Ohlajanje 0:30 5 -0,5 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 0:30 5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 1:30 -40 -0,5 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 4:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Primarno sušenje 0:05 -40 0,0 0,3 OFF OFF 
7 Primarno sušenje 0:59 -40 0,0 0,3 OFF OFF 
8 Primarno sušenje 2:20 30 0,5 0,3 1,65 OFF 
9 Primarno sušenje 20:00 30 0,0 0,3 1,65 OFF 
10 Sek.sušenje 0:05 30 0,0 0,05 1,65 5 
11 Sek. sušenje 0:14 30 0,0 0,05 1,65 5 
12 Sek. sušenje 11:00 30 0,0 0,05 1,65 OFF 
Skupaj čas 44:03      
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Preglednica V: Agresivni liofilizacijski cikel 3 (čas primarnega sušenja 20 ur, T = 20 °C in 
p = 0,14 mbara, uvedba temperiranja) izveden na vzorcih s koncentracijo mAb 30 mg/ml in 
z dodanimi polnili v razmerjih Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9 ter Man : sah = 4 : 2 ter 
kasneje izveden še na vzorcih mAb 30 mg/ml in z dodanimi polnili v razmerjih                          
Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, Phe : sah = 1 : 15 ter Ile : sah = 1 : 15. Cikel smo prav 
tako izvedli na vzorcih s koncentracijo mAb 90 mg/ml in z dodanimi polnili v razmerjih                                
Phe  : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1  : 4, Man : sah = 4 : 2 ter na formulaciji brez polnila.  
Korak 
 
Čas 
(hh:mm) 
T  
(C) 
Hitrost 
(C/min) 
Tlak 
(mbar) 
Varnostni 
tlak (mbar) 
T 
(C) 
1 Nalaganje  20  atm OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:30 5 -0,5 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 00:00 5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 1:30 -40 -0,5 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Temperiranje 00:40 -20 0, 5 atm OFF OFF 
7 Temperiranje 02:00 -20 0,0 atm OFF OFF 
8 Zamrzovanje 00:40 -40 -0,5 atm OFF OFF 
9 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
10 Primarno sušenje 00:05 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
11 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,14 OFF OFF 
12 Primarno sušenje 02:00 20 0,5 0,14 1,65 OFF 
13 Primarno sušenje 20:00 20 0,0 0,14 1,65 OFF 
14 Sek. sušenje 00:20 30 0,5 0,14 1,65 5 
15 Sek. sušenje 00:14 30 0,0 0,14 1,65 5 
16 Sek. sušenje 11:00 30 0,0 0,14 1,65 OFF 
Skupaj čas 44:03      
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Preglednica VI: Agresivni liofilizacijski cikel 4 (čas primarnega sušenja 20 ur, T = 30 °C in 
p = 0,3 mbara, temperiranje) formulacij s koncentracijo mAb 30 mg/ml in z dodanimi polnili 
v razmerjih Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2 ter formulacije brez polnila.  
Korak Čas 
(hh:mm) 
T (°C) Hitrost 
(°C/min) 
Tlak 
(mbar) 
Varnostni 
tlak (mbar) 
∆T 
(°C) 
1 Nalaganje  20  atm OFF OFF 
2 Ohlajanje 00:30 5 -0,5 atm OFF OFF 
3 Ohlajanje 00:00 5 0,0 atm OFF OFF 
4 Zamrzovanje 1:30 -40 -0,5 atm OFF OFF 
5 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
6 Temperiranje 00:40 -20 0, 5 atm OFF OFF 
7 Temperiranje 02:00 -20 0,0 atm OFF OFF 
8 Zamrzovanje 00:40 -40 -0,5 atm OFF OFF 
9 Zamrzovanje 02:00 -40 0,0 atm OFF OFF 
10 Primarno sušenje 00:05 -40 0,0 0,3 OFF OFF 
11 Primarno sušenje 00:59 -40 0,0 0,3 OFF OFF 
12 Primarno sušenje 02:20 30 0,5 0,3 1,65 OFF 
13 Primarno sušenje 20:00 30 0,0 0,3 1,65 OFF 
14 Sek. sušenje 00:05 30 0,0 0,05 1,65 5 
15 Sek. sušenje 00:14 30 0,0 0,05 1,65 5 
16 Sek. sušenje 11:00 30 0,0 0,05 1,65 OFF 
Skupaj čas 44:03      
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3.5 VREDNOTENJE RAZTOPIN ZA LIOFILIZACIJO in LIOFILIZIRANIH 
VZORCEV  
3.5.1 Vizualno vrednotenje liofiliziranih raztopin 
Po obeh konzervativnih ciklih smo ovrednotili izgled liofilizatov, pri čemer smo bili pozorni 
na višino pogače, odstopanje vsebine od dna in sten vial in na morebiten kolaps ali popokanje 
pogače. Izgled liofilizatov smo prav tako ovrednotili pri formulacijah po agresivnih 
liofilizacijskih ciklih ter po njihovem testiranju stabilnosti na 40 °C in 75 % relativne 
vlažnosti (RV) po 1 in po 3 mesecih. Pri liofilizatih konzervativnih ciklov nismo testirali 
stabilnosti na 40 °C in 75 % RV po 1 in po 3 mesecih.  
3.5.2 Določanje rekonstitucijskega časa po dodatku topila 
Rekonstitucijo liofiliziranih produktov smo izvedli takoj po končani liofilizaciji 
konzervativnih ciklov kot tudi po agresivnih ciklih. Vzorce, ki so bili izpostavljeni 
agresivnim pogojem liofilizacije, smo rekonstituirali tudi po testiranju 1 in 3-mesečne 
stabilnosti na 40 °C in 75 % RV. Rekonstitucijo liofilizata smo pri vseh ciklih določali po 
enakem postopku, v katerem smo opazovali potek rekonstitucije in merili čas, potreben za 
popolno rekonstitucijo liofilizata.  
Vialam smo najprej odstranili plastičen in aluminijast pokrovček. Z injekcijsko brizgo smo 
predrli gumijast zamašek ter dodali preračunano količino ultra čiste vode, potrebne za 
rekonstitucijo glede na koncentracijo proteina in vsebnost pomožnih snovi. Merili smo čas 
od prvega stika vode z liofilizatom do popolne raztopitve liofilizata. Če se vzorec po 30 s ni 
popolnoma raztopil, smo vialo 10-krat rahlo obračali brez stresanja in nato vialo pustili stati 
pri miru. Postopek smo ponavljali na vsakih 30 s, dokler se ni raztopil celoten liofilizat.  
Volumen vode, potreben za rekonstitucijo, smo izračunali in pri tem upoštevali dejstvo, da 
po liofilizaciji v liofilizatu ostane približno 1 % (v/v) vode. Iz gostote vzorca in volumna 
raztopine smo dobili maso liofilizata (enačba 1). Od celokupne mase liofilizata smo odšteli 
maso proteina, maso saharoze, maso polnila (AK ali manitol), maso 5 % polisorbata 20 ter 
maso histidina. Masa, ki smo jo dobili, predstavlja maso vode, ki jo moramo dodati, vendar, 
ker v liofilizatu po koncu cikla ostane 1 % vode, smo rezultat pomnožili z 0,99 (enačba 2). 
 
m (raztopine)= ρ (raztopine) x V 
(raztopine)   
(enačba 1) 
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3.5.3 Spektrofotometrično določanje koncentracije proteina  
Koncentracijo proteina smo določali samo v vzorcih pred liofilizacijo, ki smo jih uporabili 
v konzervativnih ciklih, s koncentracijo mAb 90 mg/ml ter z različnimi AK v različnih 
razmerjih glede na saharozo. Vzorcem, ki smo jih uporabili pri agresivnih ciklih 
koncentracije proteina, nismo določali zaradi omejene količine vzorca.  
Vzorce smo pripravili na enak način, in sicer smo jih redčili na dve različni koncentraciji; 
najprej na koncentracijo 1,8 mg/ml, pri čemer smo za redčenje uporabili ustrezno raztopino 
slepe raztopine ter pomerili absorbanco. Kasneje smo vzorec redčen na 1,8 mg/ml redčili z 
raztopino slepe raztopine na 0,2 mg/ml ter ponovno pomerili absorbanco. Pri določitvi 
faktorja redčitve vzorca smo upoštevali natehtano maso vzorca ter maso slepe raztopine 
(enačba 3). Kiveto smo med posameznimi meritvami sprali, najprej z demineralizirano vodo, 
nato z etanolom in jo posušili s sušilnikom. Pri merjenju absorbance smo najprej pomerili 
absorbanco slepe raztopine pri dveh različnih valovnih dolžinah, 280 nm in 320 nm ter nato 
pri istih valovnih dolžinah še raztopino vzorca. Koncentracijo proteina v izhodni raztopini 
vzorca smo preračunali po spodnjih dveh enačbah (enačbi 4 in 5). 
   (enačba 3) 
   (enačba 4) 
   (enačba 5) 
Vrec=[m (raztopine) - [m (proteina) + m (saharoze) + m(AK 
ali manitola) + m (polisorbata)   +m(histidina)]] x 0,99 
 𝐷 =
V(raztopine)
V(vzorca)
= 1 +  
ρ(vzorec)∗m(slepe raztopine)
ρ(slepe raztopine)∗m(vzorec)
 
𝑐(𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎) =
𝐴280(raztopine vzorca) − 𝐴320(raztopine vzorca
ε ∗ l
 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 (𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎) = c(proteina) ∗ 𝐷 
(enačba 2) 
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3.5.4 Določanje temperature steklastega prehoda maksimalno koncentrirane 
zamrznjene raztopine proteina ter slepih raztopin (Tg´) in temperature steklastega 
prehoda liofilizata (Tg) 
Temperaturo steklastega prehoda liofilizata smo določali liofiliziranim formulacijam 
proteina s koncentracijo mAb 90 mg/ml in AK : sah = 1 : 3, AK : sah = 1 : 7 v primeru 
fenilalanina, levcina in izolevcina, ter formulacij AK : sah = 1 : 15 po koncu konzervativnega 
cikla. V lonček iz aluminija smo natehtali 4-5 mg vzorca in ga zaprli s pokrovčkom, na vrhu 
naredili luknjo ter izpostavili izbranemu temperaturemu programu diferenčnega kolorimetra: 
20 °C – (-30 °C) – 120 °C – (-30 °C) – 230 °C. Pretok dušika je bil 50 ml/min. Rezultate 
meritev smo analizirani s programsko opremo STARe V9.30, kjer smo določili Tg.  
Slepe raztopine arginina, izolevcina, fenilalanina in metionina smo analizirali v obeh 
razmerjih glede na saharozo (1 : 3 oziroma 1 : 7 in 1 : 15). V aluminijast lonček smo kanili 
nekaj kapljic slepe raztopine in lonček hermetično zaprli. Vzorce slepih raztopin smo 
izpostavili naslednjemu temperaturnemu programu: 
1. korak: ohlajanje od 25 °C do -80 °C s hitrostjo 0,5 K/min, 
2. korak: segrevanje od -80 °C do 50 °C s hitrostjo 20 K/min. 
Pretok dušika pri določanju Tg´ slepih raztopin AK s saharozo je bil 50 ml/min. Rezultate 
meritev smo analizirani s programsko opremo STARe V9.30, kjer smo določili Tg´. 
Tg´ smo določali formulacijam proteina, ki smo jih izpostavili agresivnim pogojem 
liofilizacije, torej formulacijam z različnimi koncentracijami mAb brez dodanih polnil kot 
tudi formulacijam s koncentracijami mAb 30 in 90 mg/ml z dodanimi polnili v različnih 
razmerjih s saharozo. Postopek priprave vzorca in temperaturni program sta enaka kot 
zgoraj. Analiza meritev je prav tako potekala po enakem postopku, torej s programsko 
opremo STARe V9.30, kjer smo določili Tg´.  
3.5.5 Merjenje velikosti delcev z dinamičnim sipanjem laserske svetlobe 
Vzorcem, ki smo jih liofilizirali pri konzervativnih liofilizacijskih pogojih, smo določali 
velikost delcev le po rekonstituciji liofilizata z ultra čisto vodo. Vzorcem, ki smo jih 
liofilizirali pri agresivnih pogojih, smo z metodo dinamičnega sipanja laserske svetlobe 
določali velikost in porazdelitev velikosti delcev v vzorcih pred liofilizacijo, v liofiliziranih 
vzorcih po rekonstituciji z ultra čisto vodo ter po rekonstituciji liofiliziranih vzorcev, ki so 
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bili izpostavljeni testiranju 1 in 3-mesečni stabilnosti na 40 °C in 75 % RV. Za vsako 
formulacijo smo tako izmerili povprečno velikost delcev in polidisperzni indeks.  
V kiveto iz polistirena smo odmerili približno 1 ml raztopine vzorca ter jo vstavili v napravo. 
V računalniškem programu, ki nam je podajal rezultate meritev aparature, smo pri vrsti 
formulacije izbrali protein kot topilo vodo in temperaturo 25 °C. Znotraj ene meritve smo 
vsak vzorec pomerili trikrat.  
3.5.6 Ugotavljanje prisotnosti agregatov proteina z metodo gelske izključitvene 
kromatografije 
Vzorcem, ki smo jih kasneje liofilizirali pri agresivnih pogojih, smo pred liofilizacijo, po končani 
liofilizaciji ter po mesečni stabilnosti pri 40 °C in 75 % RV določali prisotnost agregatov 
proteina z metodo gelske izključitvene kromatografije. Analitiko z gelsko izključitveno 
kromatografijo so za nas opravili v farmacevtskem podjetju Lek, d. d. Kromatografska 
separacija je potekala na netermostatirani koloni dimenzij 7,8 mm x 300 mm, napolnjeni z 
delci diolne silikagelne stacionarne faze s povprečno velikostjo 5 µm in povprečno velikostjo 
por 25 nm. Na kolono so injicirali 1µl nerazredčenega vzorca z različnimi koncentracijami 
(30, 60, 90, 120 mg/ml), pretok mobilne faze, ki je bazirala na fosfatnem pufru, pa je bil 0,5 
ml/min. Odziv na detektorju so merili pri valovni dolžini 215 nm. Rezultati po velikosti 
ločenih zvrsti so vključevali vsoto relativnih površin pod kromatografskimi vrhovi 
agregatov, relativno površino glavnega vrha in vsoto relativnih površin pod 
kromatografskimi vrhovi degradacijskih produktov.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 VREDNOTENJE IZVEDENIH PROCESOV LIOFILIZACIJE  
Procesni graf liofilizacije nam omogoča vrednotenje procesa, ki ga med posameznim 
liofilizacijskim ciklom izrisuje programska oprema liofilizatorja. Omogoča nam 
ovrednotenje procesnih parametrov, med katerima sta najpomembnejša tlak v sušilni komori 
in Tpolic liofilizatorja, ki določata Tp v viali. Pri vrednotenju procesa liofilizacije smo se 
osredotočili na čas primarnega sušenja in Tp v viali ter ugotavljali vpliv spremembe 
posameznih parametrov na potek liofilizacije.  
Primarno sušenje se začne, kadar tlak v sušilni komori pade in Tpolic naraste na nastavljeno 
vrednost. Proces je zaključen, ko se Tp izenači s Tpolice, ki smo jo predhodno nastavili. Tp, 
ki jo izmerimo, je odvisna od položaja termočlenov v vialah, zato se velikokrat zgodi, da ne 
dosežemo nastavljene Tpolic. To korekcijo uporabljamo tako pri konzervativnih kot tudi pri 
agresivnih liofilizacijskih ciklih. Pri konzervativnih ciklih je razlika med Tp in nastavljeno 
Tpolic, ki je še sprejemljiva 3-5 °C, medtem ko je pri agresivnih liofilizacijskih pogojih 
sprejemljiva razlika 1 °C. Krivulje v procesnem grafu prikazujejo Tp, ki jo v posameznih 
korakih liofilizacijskega procesa izmerijo termočleni v posameznih formulacijah. Čas 
primarnega sušenja smo vedno podaljšali za 10–15 %, saj smo s tem želeli zagotoviti, da je 
sublimacija zaključena v vseh vialah, tudi tistih, kjer ni termočlenov. V vialah s termočleni 
je po navadi podhladitev manjša, zato pride do tvorbe večjih kristalov ledu, kar pospeši 
sublimacijo. Posledično je čas primarnega sušenja krajši.  
Pri vsakem liofilizacijskem ciklu smo določili Tp in čas primarnega sušenja. Pri 
konzervativnem ciklu smo jih določili šele po 3 urah primarnega sušenja, medtem ko smo 
pri agresivnem liofilizacijskem ciklu izračunali povprečje 10 vrednosti po začetku 
primarnega sušenja. Kot začetek smo vzeli čas, pri katerem tlak v sušilni komori in Tpolic 
dosežeta nastavljeno vrednost.  
Pri agresivnih liofilizacijskih ciklih smo najprej spremljali, kako se čas primarnega sušenja 
in Tp spreminjata v odvisnosti od koncentracije mAb (vzorci brez dodanih polnil). Kasneje 
smo posameznim formulacijam z dodanimi polnili in razmerji med polnili in saharozo 
spreminjali pogoje primarnega sušenja (tlak v sušilni komori ter Tpolic) ter ugotavljali vpliv 
teh dveh parametrov na končni produkt pri nizkokoncentriranih formulacijah. Na podlagi 
rezultatov nizkokoncentriranih formulacij, pri katerih smo dobili pogače sprejemljivega 
izgleda (formulacije s Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4 ter Man : sah = 4 : 2 ter formulacija 
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brez polnila), smo tudi vrednotili čas sušenja in Tp visokokoncentriranih formulacij pri 
enakih razmerjih med polnilom in saharozo. Visokokoncentrirane formulacije smo 
liofilizirali pri pogojih, ki so nam v primeru nizkokoncentriranih formulacij dali pogače 
sprejemljivega izgleda. Termočleni so bili postavljeni v eno formulacijo posameznega 
vzorca.  
Formulacije s koncentracijo mAb 30, 60, 90 in 120 mg/ml brez polnil smo liofilizirali pri 
pogojih agresivnega liofilizacijskega cikla 1 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 30 °C in          
p = 1,51 mbara). Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 1 prikazuje slika 4. 
 
Slika 4: Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 1 (čas primarnega sušenja 20 h,    
T = 30 °C in p = 1,51 mbara), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijami mAb v raztopini 
30, 60, 90 in 120 mg/ml brez polnil.  
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Preglednica VII: Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijami mAb v raztopini 
30, 60, 90 in 120 mg/ml brez polnil, ki so bili liofilizirani po agresivnem liofilizacijskem 
ciklu 1 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 30 °C, p = 1,51 mbara).   
Št. termočlena  
 
Konc. mAb (mg/ml) Čas primarnega sušenja 
(h) 
Tp (°C) 
3 30 7 -9,8 
4 60 10 -9,5 
1 90 14 -11,4 
2 120 9 -7,9 
 
Iz procesnega grafa na sliki 4, ki prikazuje procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 
1 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 30 °C in p = 1,51 mbara) izvedenega na vzorcih različnih 
koncentracij mAb v raztopini, brez polnil:  
o vijolična krivulja prikazuje Tp vzorca mAb s c (30 mg/ml),  
o temno modra krivulja  Tp vzorca mAb s c (60 mg/ml),  
o modra krivulja Tp vzorca mAb s c (90 mg/ml),  
o temno rdeča krivulja  Tp vzorca s c (120 mg/ml), 
o krivulja sive barve prikazuje Tp Rx termočlena slepe raztopine s c (120 mg/ml). 
Formulacije se nekoliko razlikujejo glede na potek sušenja: s koncentracijo proteina 30, 60 
in 120 mg/ml imajo zelo podoben potek primarnega sušenja in konstantno naraščanje Tp. 
Pri formulaciji s koncentracijo proteina 90 mg/ml je prišlo do odstopanja, ki je lahko 
posledica premika termočlena med vstavljanjem liofilizacijskega pladnja v liofilizator, tako 
da ni bil več na sredini viale, tik nad dnom. Iz procesnega grafa lahko vidimo, da vse 
formulacije dosežejo nastavljeno Tpolic, ki je 30 °C, vendar različno hitro. Preglednica VII 
prikazuje čase primarnega sušenja in Tp formulacij z različno koncentracijo mAb brez 
dodanih polnil. Glede na vrednosti Tg´, ki jih navajamo v poglavju 4.7 in Tp vidimo, da smo 
tudi v tem primeru dosegli agresivne pogoje sušenja, saj je Tp višja od Tg´. V formulaciji s 
koncentracijo mAb 30 mg/ml je Tp - 9,8 °C (Tg´ = -25,80 °C), v formulaciji s koncentracijo 
mAb 60 mg/ml je Tp -9,5 °C (Tg´ = -25,10 °C), v formulaciji s koncentracijo mAb 90 mg/ml 
je Tp -11,4 °C (Tg´ = -24,42 °C) ter v formulaciji s koncentracijo mAb 120 mg/ml je               
Tp -7,9 °C (Tg´ = -24,19 °C).  
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Konzervativni liofilizacijski cikel, ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb v 
raztopini 90 mg/ml ter polnili z razmerjem polnilo : saharoza 1 : 15, je prikazan na sliki 5. 
Na procesnem grafu vidimo potek sušenja fomulacij, ki vsebujejo prolin, izolevcin, arginin, 
lizin in fenilalanin.  
 
Slika 5: Procesni graf konzervativnega liofilizacijskega cikla (čas primarnega sušenja         
48 h, T = -20 °C in p = 0,12 mbara), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb v 
raztopini 90 mg/ml ter polnili z razmerjem polnilo : saharoza 1 : 15 (prolin, izolevcin, 
arginin, lizin in fenilalanin) .  
Preglednica VIII: Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijo mAb v raztopini 
90 mg/ml ter polnili z razmerjem polnilo : saharoza 1 : 15 (prolin, izolevcin, arginin, lizin 
in fenilalanin), ki so bili liofilizirani po konzervativnem liofilizacijskem ciklu (čas 
primarnega sušenja 48 h, T = -20 °C, p = 0,12 mbara). 
Št. termočlena  
 
Polnilo : stabilizator Čas primarnega sušenja (h) Tp 
(°C) 
3 Pro : sah = 1 : 15 22 -30,8 
4 Arg : sah = 1 : 15 28 -29,8 
1 Ile : sah = 1 : 15 31 -30,5 
2 Lyz : sah = 1 : 15 30 -29,3 
Rx termočlen Phe : sah = 1 : 15 20 -29,4 
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Iz procesnega grafa na sliki 5, ki prikazuje procesni graf konzervativnega liofilizacijskega 
cikla (čas primarnega sušenja 48 h, T = -20 °C in p = 0,12 mbara), izvedenega na vzorcih s 
koncentracijo mAb v raztopini 90 mg/ml s polnili z razmerjem polnilo : saharoza 1 : 15:  
o modra krivulja prikazuje Tp vzorca z izolevcinom,  
o temno rdeča krivulja Tp vzorca z lizinom,  
o vijoličasta krivulja Tp vzorca s prolinom,  
o temno modra krivulja Tp z argininom,  
o siva krivulja Tp Rx termočlena vzorca s fenilalaninom. 
 
Konzervativni liofilizacijski cikel smo tudi izvedli na vzorcih s koncentracijo mAb v 
raztopini 90 mg/ml s polnili z razmerjem polnilo : saharoza = 1 : 7 (fenilalanin, izolevcin in 
levcin) ter 1 : 3 (metionin, arginin, prolin in lizin). Procesni graf je prikazan je na sliki 6.  
Slika 6: Procesni graf konzervativnega liofilizacijskega cikla (čas primarnega sušenja 48 h, 
T = -20 °C in p = 0,12 mbara), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb v raztopini 
90 mg/ml ter polnili z razmerjem polnilo : saharoza 1 : 7 (fenilalanin in levcin) oziroma 
polnilo : saharoza 1 : 3 (formulacije z metioninom, lizinom in argininom).  
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Preglednica IX: Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijo mAb v raztopini 90 
mg/ml ter polnili z razmerjem polnilo : saharoza 1 : 7 (fenilalanin in levcin) ter 1 : 3 
(metionin, lizin in arginin), ki so bili liofilizirani po konzervativnem liofilizacijskem ciklu 
(čas primarnega sušenja 48 h, T = -20 °C in p = 0,12 mbara).  
Št. termočlena  
 
Polnilo : stabilizator Čas primarnega sušenja (h) Tp (°C) 
3 Leu : sah = 1 : 7 34 -29,8 
4 Arg : sah = 1 : 3 29 -29,5 
1 Phe : sah = 1 : 7 24 -29,5 
2 Met : sah = 1 : 3 41 -29,3 
Rx termočlen Lyz : sah = 1 : 3 32 -30,5 
 
Iz procesnega grafa na sliki 6, ki prikazuje procesni graf konzervativnega liofilizacijskega 
cikla 2 ( čas primarnega sušenja 48 h, T = -20 °C in p = 0,12 mbara), izvedenega na vzorcih 
s koncentracijo mAb v raztopini 90 mg/ml ter polnili z razmerjem polnilo : saharoza 1 : 7 
(formulacije s fenilalaninom, izolevcinom, levcinom) oziroma 1 : 3 (formulacije z 
metioninom, lizinom, prolinom in argininom):  
o modra krivulja prikazuje Tp vzorca s Phe : sah  = 1 : 7,  
o temno rdeča krivulja Tp vzorca z Met : sah = 1 : 3,  
o vijolične krivulja Tp vzorca z Leu : sah = 1 : 7,  
o temno modra krivulja Tp z Arg : sah = 1 : 3,  
o siva krivulja Tp Rx termočlena vzorca z Lyz : sah = 1 : 3. 
Iz procesnih grafov konzervativnih ciklov na slikah 5 in 6 ter rezultatov Tp in časov 
primarnega sušenja v preglednicah VIII in IX lahko vidimo, da primarno sušenje formulacij 
z Arg : sah = 1 : 15 poteka približno enako dolgo kot pri večjem deležu AK                               
(Arg : sah = 1 : 3). Tudi Tp so neodvisno od deleža arginina primerljive. Pri fenilalaninu 
lahko opazimo, da večji kot je delež fenilalanina, daljši je čas sušenja formulacije. To 
pomeni, da formulacija s koncentracijo proteina v raztopini 90 mg/ml in razmerjem              
Phe : sah = 1 : 7 potrebuje dalj časa za primarno sušenje kot formulacija z enako 
koncentracijo proteina, vendar manjšim deležem te AK (Phe : sah = 1 : 15). Delež 
fenilalanina pri konzervativnih ciklih nima bistvenega vpliva na Tp, saj se ta razlikuje zgolj 
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za 0,1 °C. Zelo dolg čas sušenja lahko opazimo pri Met : sah = 1 : 3 - 41 ur. Možen razlog 
za tako dolg čas primarnega sušenja formulacije z Met : sah = 1 : 3 pri koncentraciji mAb v 
raztopini 30 mg/ml je lahko premik temočlena med dajanjem liofilizacijskega pladnja v 
liofilizator. Gre za bistveno daljši čas sušenja kot pri ostalih formulacijah z razmerjem          
AK : sah = 1 : 3. V formulacijah z razmerjem AK : sah = 1 : 15 ima najdaljši čas primarnega 
sušenja formulacija z izolevcinom ter najkrajši čas formulacija s fenilalaninom. Med 
formulacijami z razmerjem AK : sah = 1 : 3 ima glede na rezultate najdaljši čas primarnega 
sušenja formulacija z metioninom ter najkrajši čas formulacija z argininom. 
Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 2 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 30 °C 
in p = 0,3 mbara), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml in 
razmerji Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9, Man : sah = 4 : 2 ter na vzorcu brez polnila 
vidimo na sliki 7.  
 
Slika 7: Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 2 (čas primarnega sušenja 20 h,    
T = 30 °C in p = 0,3 mbara), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb v raztopini      
30 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9 , Man : sah = 4 : 2 in vzorcu brez 
polnila.  
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Preglednica X : Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijo mAb v raztopini     
30 mg/ml  ter razmerji Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9, Man : sah = 4 : 2 in vzorca brez 
polnila, ki so bili liofilizirani po agresivnem liofilizacijskem ciklu 2 (čas primarnega sušenja 
20 h, T = 30 °C, p = 0,3 mbara).  
Št. termočlena Polnilo : stabilizator Čas primarnega sušenja (h) Tp (°C) 
3 - : sah = 0 : 100 4,1 -17,4 
2 Phe : sah = 2 : 10 5,2 -16,9 
4 Ile : sah = 1 : 9 5,2 -16,1 
1 Man : sah = 4 : 2 9,5 -19,4 
 
Na sliki 7 je prikazan procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 2 (čas primarnega 
sušenja 20 h, T = 30 °C in p = 0,3 mbara), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb 
v raztopini 30 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9, Man : sah = 4 : 2 in 
vzorcu brez polnila:  
o krivulja vijoličaste barve prikazuje Tp vzorca brez polnila,  
o krivulja temno rdeče Tp vzorca s polnilom Phe : sah = 2 : 10,  
o krivulja temno modre barve Tp vzorca s polnilom Ile : sah = 1 : 9,  
o krivulja modre barve Tp vzorca z Man : sah = 4 : 2, 
o krivulja sive barve prikazuje Tp Rx termočlena slepe raztopine s koncentracijo 30 
mg/ml. 
Pri vrednotenju tega in vseh nadaljnjih procesnih grafov smo upoštevali pravilo, ki se 
uporablja pri agresivnih liofilizacijskih procesih, to je, da se lahko kot konec primarnega 
sušenja upošteva razlika med Tp in Tpolice (∆T) 1 °C. Tako smo se odločili, saj smo 
ugotovili, da termočlen 1 (modra krivulja, vzorec z razmerjem Man : sah = 4 : 2) 
najverjetneje ne deluje pravilno, saj je bil čas sušenja formulacije s tem termočlenom 
bistveno daljši kot pri ostalih formulacijah. Sušenje formulacij poteka različno, je čas 
primarnega sušenja ob upoštevanju 15 % pribitka najkrajši v formulaciji s saharozo, sledita 
formulaciji s Phe : sah = 2 : 10 ter Ile : sah = 1 : 9. Najdlje je potekalo sušenje v formulaciji 
z Man : sah = 4 : 2 - 9,5 ur. Nastavljen čas primarnega sušenja 20 ur pri tlaku v sušilni komori 
0,3 mbara in Tpolic 30 °C bi lahko skrajšali, saj se je v vzorcih zaključilo že veliko prej 
(slika 7).  
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Vidimo lahko, da čas sušenja formulacije v tem primeru ni odvisen od vrste in deleža AK, 
saj imata obe formulaciji enak čas sušenja (Phe : sah = 2 : 10 ter Ile : sah = 1 : 9). Manjša 
odstopanja lahko vidimo pri Tp. Najdaljši čas sušenja in hkrati najvišjo Tp ima formulacija 
z manitolom. Pri vseh formulacijah lahko vidimo, da je Tp višja od Tg´, kar pomeni, da so 
to že bili agresivni pogoji sušenja. V formulaciji brez polnila je Tp -17,4 °C                             
(Tg´ = -25,82 °C), v formulaciji s Phe : sah = 2 : 10 je Tp -16,9 °C (Tg´ = -25,56 °C), v 
formulaciji z Ile : sah = 1 : 9 je Tp -16,1 °C (Tg´ = -26,86 °C), v formulaciji z                            
Man : sah = 4 : 2 pa je Tp -19,4 °C (Tg´ = -31,73 °C), torej so bili v vseh formulacijah 
doseženi agresivni liofilizacijski pogoji (preglednica X).  
 
Formulacije s koncentracijo mAb 30 mg/ml in razmerji Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9, 
Man : sah = 4 : 2 ter formulacije brez dodanih polnil smo tudi liofilizirali pod manj 
agresivnimi pogoji sušenja ter uvedli temperiranje (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C 
in p = 0,14 mbara, temperiranje). Potek sušenja vidimo na sliki 9. 
Slika 9: Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 3 (čas primarnega sušenja 20 h,    
T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb 
v raztopini 30 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9, Man : sah = 4 : 2 in 
na vzorcu brez polnila.  
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Preglednica XI: Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijo mAb v raztopini 30 
mg/ml ter razmerji Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9, Man : sah = 4 : 2 in vzorca brez 
polnila, ki so bili liofilizirani po agresivnem liofilizacijskem ciklu 3 (čas primarnega sušenja 
20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje).   
Št. termočlena Polnilo : stabilizator Čas primarnega sušenja (h) Tp (°C) 
3 - : sah = 0 : 100 9,3 -21,8 
2 Phe : sah = 2 : 10 10,5 -22,9 
4 Ile : sah = 1 : 9 11,2 -23,8 
1 Man : sah = 4 : 2 15,0 -24,2 
 
Iz procesnega grafa na sliki 9, ki prikazuje procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 
3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje), izvedenega na 
vzorcih s koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml in razmerji Phe : sah = 2 : 10,                               
Ile : sah = 1 : 9, Man : sah = 4 : 2 ter na vzorcu brez polnila: 
o krivulja vijoličaste barve prikazuje Tp vzorca brez polnila,  
o krivulja temno rdeče Tp vzorca s polnilom Phe : sah = 2 : 10,  
o krivulja temno modre barve Tp vzorca s polnilom Ile : sah = 1 : 9,  
o krivulja modre barve Tp vzorca z Man : sah = 4 : 2, 
o krivulja sive barve prikazuje Tp Rx termočlena slepe raztopine vzorca s 
koncentracijo 30 mg/ml. 
Pogoji liofilizacije agresivnega liofilizacijskega cikla 3 (slika 9) so manj agresivni pogoji 
liofilizacije, saj so pogače formulacije z razmerjem Ile : sah = 1 : 9 pri koncentraciji mAb v 
raztopini 30 mg/ml ter formulaciji z razmerjem Phe : sah = 2 : 10 pri koncentraciji mAb 30 
mg/ml popokale. V ta cikel smo vključili tudi fazo temperiranja vzorca. Kot konec 
primarnega sušenja smo upoštevali korekcijo ∆T = 1 °C, kar pomeni, da se je zaključilo, ko 
so Tp dosegle 19 °C. V vzorcih je primarno sušenje potekalo različno hitro, kar lahko vidimo 
iz preglednice XI. Najhitreje je potekalo sušenje vzorca s koncentracijo mAb v raztopini 30 
mg/ml brez dodanih polnil, najdljše sušenje vzorca z razmerjem Man : sah = 4 : 2 pa kar 15 
ur. Glede na primerjavo sušenja formulacij s fenilalaninom in izolevcinom vidimo, da je 
sušenje formulacij z razmerjem Ile : sah = 1 : 9 potekalo nekoliko dlje časa kot formulacij s 
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Phe : sah = 2 : 10 pri koncentraciji mAb 30 mg/ml. Sušenje formulacij je glede na procesni 
graf potekalo na podoben način. Glede na vrednosti Tg´ in Tp vidimo, da smo tudi v tem 
primeru dosegli agresivne pogoje sušenja, saj je Tp za približno 3-4 °C višja od Tg´. V 
formulaciji brez polnila je Tp -21,8 °C (Tg´ = -25,82 °C), v formulaciji s Phe : sah = 2 : 10 
je Tp -22,9 °C (Tg´ = -25,56 °C), v formulaciji Ile : sah = 1 : 9 je Tp -23,8 °C                                      
(Tg´ = -26,86 °C), v formulaciji z Man : sah = 4 : 2 pa je Tp -24,2 °C in je od Tg´ (-31,73 
°C) višja za približno 7 °C. Prav tako lahko iz procesnega grafa (na sliki 9) vidimo, da je 
sublimacija potekala veliko počasneje kot pri formulacijah, katerih sušenje je predstavljeno 
na procesnem grafu na sliki 7. Nižji tlak v sušilni komori in nižja Tpolic podaljšata proces 
sublimacije pri dani Tp.  
 
Procesni graf vzorcev s koncentracijo mAb 30 mg/ml in razmerji Phe : sah = 1 : 4,                      
Ile : sah = 1 : 4 ter Phe : sah = 1 : 15, Ile : sah = 1 : 15, ki smo jih liofilizirali po agresivnem 
liofilizacijskem ciklu 3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, 
temperiranje) vidimo na sliki 10. 
Slika 10: Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 3 (čas primarnega sušenja 20 h, 
T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb 
v raztopini 30 mg/ml in razmerji Phe : sah = 1 : 4, Phe : sah = 1 : 15, Ile : sah = 1 : 4,                
Ile : sah = 1 : 15. 
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Preglednica XII: Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijo mAb v raztopini 30 
mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4, Phe : sah = 1 : 15, Ile : sah = 1 : 4, ter                                    
Ile : sah = 1 : 15, ki so bili liofilizirani po agresivnem liofilizacijskem ciklu 3 (čas 
primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje). 
Št. termočlena Polnilo : stabilizator Čas primarnega sušenja (h) Tp (°C) 
1 Phe : sah = 1 : 4 12,0 -21,9 
2 Phe : sah = 1 : 15 8,3 -21,2 
3 Ile : sah = 1 : 4 8,1 -21,8 
4 Ile : sah = 1 : 15 9,1 -22,5 
 
Iz procesnega grafa na sliki 10, ki prikazuje procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 
3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje), izvedenega na 
vzorcih s koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4,                                 
Phe : sah = 1 : 15, Ile : sah = 1 : 4 ter Ile : sah = 1 : 15:  
o krivulja vijolične barve  prikazuje Tp vzorca s polnilom Ile : sah = 1 : 4,  
o krivulja temno rdeče Tp vzorca s polnilom Phe : sah = 1 : 15,  
o krivulja temno modre prikazuje Tp vzorca s polnilom Phe : sah = 1 : 4,  
o krivulja modre barve Tp vzorca s polnilom Ile : sah = 1 : 15, 
o krivulja sive barve prikazuje Tp Rx termočlena slepe raztopine vzorca s 
koncentracijo 30 mg/ml. 
Procesni graf na sliki 10 predstavlja potek liofilizacije na vzorcih s koncentracijo mAb 30 
mg/ml in razmerji Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, Phe : sah = 1 : 15 ter Ile : sah = 1 : 15. 
Primarno sušenje vzorcev je potekalo približno enako, z manjšim odstopanjem formulacije 
z Ile : sah = 1 : 4. Iz rezultatov v preglednici XII vidimo, da je primarno sušenje najdlje 
potekalo v formulaciji s Phe : sah = 1 : 4 ter najmanj časa v formulaciji z Ile : sah = 1 : 4. 
Glede na vrednosti Tg´ in Tp vidimo, da smo tudi v tem primeru dosegli agresivne pogoje 
sušenja, saj je Tp višja od Tg´. V formulaciji z Ile : sah = 1 : 4 je Tp -21,8 °C  
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(Tg´ = -26,36 °C), v formulaciji s Phe : sah = 1 : 4 je Tp -21,9 °C (Tg´ = -23,48 °C), v 
formulaciji z Ile : sah = 1 : 15 je Tp -22,5 °C (Tg´ = -25,34 °C) ter v formulaciji z                     
Phe : sah = 1 : 15 je Tp -21,2 °C (Tg´= -24,95 °C) (preglednica XII).   
Če primerjamo procesne grafe na sliki 9 in 10 ter preglednici XI in XII vidimo, da proces 
primarnega sušenja vseh formulacij poteka na podoben način, vendar se čas primarnega 
sušenja med formulacijami razlikuje. Formulacije, ki vsebujejo Phe : sah = 1 : 4 imajo 
najdaljši čas, sledijo formulacije s Phe : sah = 2 : 10. Najhitreje je sušenje zaključeno v 
formulaciji s Phe : sah = 1 : 15, torej v formulaciji z najmanjšim deležem fenilalanina. Pri 
formulacijah z izolevcinom trend podaljševanja časa sušenja z naraščajočo koncentracijo 
izolevcina ni opazen. Primarno sušenje poteka najdlje v formulaciji z Ile : sah = 1 : 9, sledi 
formulacija z Ile : sah = 1 : 15 ter formulacija, ki vsebuje največji delež izolevcina, in sicer 
v razmerju Ile : sah =  1 : 4.  
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Potek liofilizacije visokokoncentriranih vzorcev (c (mAb) = 90 mg/ml) ter razmerji                      
Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2 in vzorca brez polnila pri agresivnih 
pogojih sušenja 3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje) 
prikazuje slika 11.  
 
Slika 11: Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 3 (čas primarnega sušenja 20 h, 
T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb 
v raztopini 90 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4 , Man : sah = 4 : 2 in  
na vzorcu brez polnila. 
Preglednica XIII: Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijo mAb v raztopini 
90 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2 in vzorca brez 
polnila, ki so bili liofilizirani po agresivnem liofilizacijskem ciklu 3 (čas primarnega sušenja 
20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje). 
Št. termočlena Polnilo : stabilizator Čas primarnega sušenja (h) Tp (°C) 
1 - : sah = 0 : 100 12 -20,5 
2 Phe : sah = 1 : 4 9,2 -19,8 
4 Ile : sah = 1 : 4 9,4 -19,5 
3 Man : sah = 4 : 2 9,4 -18,4 
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Iz procesnega grafa na sliki 11, ki prikazuje procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 
3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje), izvedenega na 
vzorcih s koncentracijo mAb v raztopini 90 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4,                         
Ile : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2 in na vzorcu brez polnila: 
o krivulja modre barve prikazuje Tp vzorca brez polnila,  
o krivulja temno rdeče Tp vzorca s polnilom Phe : sah = 1 : 4,  
o krivulja temno modre barve Tp vzorca s polnilom Ile : sah = 1 : 4,  
o krivulja vijolične barve Tp vzorca z Man : sah = 4 : 2, 
o krivulja sive barve prikazuje Tp Rx termočlena slepe raztopine s koncentracijo 30 
mg/ml. 
Iz primerjave procesnih grafov 9, 10 in 11 ter preglednic XI, XII in XIII vidimo, da proces 
primarnega sušenja formulacij poteka pri različnih koncentracijah mAb na podoben način. 
Iz rezultatov lahko vidimo, da višja koncentracija proteina (90 mg/ml) skrajša čas sušenja 
formulacij s Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4 ter Man : sah = 4 : 2. Pri formulacijah s 
fenilalaninom in izolevcinom prav tako zaradi zvišane koncentracije proteina pride do 
zvišanja Tp približno za 2 °C. Glede na vrednosti Tg´ in Tp vidimo, da smo tudi v tem 
primeru dosegli agresivne pogoje sušenja, saj je Tp višja od Tg´. V formulaciji z                        
Ile : sah = 1 : 4 je Tp -19,5 °C (Tg´ = -26,98 °C), v formulaciji s Phe : sah = 1 : 4 je                      
Tp -19,8 °C (Tg´ = -24,75 °C), v formulaciji z Man : sah = 4 : 2 je Tp -18,4 °C                          
(Tg´ = -31,51 °C) ter v formulaciji brez dodanega polnila je Tp -20,5 °C in je višji od                    
Tg´(-25,65 °C). 
Formulacije s koncentracijo mAb 30 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, 
Man : sah = 4 : 2 ter formulacije brez polnila smo tudi liofilizirali pod še agresivnejšimi 
pogoji, kot po bili pogoji agresivnega liofilizacijskega cikla 3 (čas primarnega sušenja 20 h,                 
T = 20 °C, p = 0,14 mbara, temperiranje). Potek liofilizacije agresivnega liofilizacijskega 
cikla 4 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 30 °C, p = 0,3 mbara, temperiranje) je prikazan na 
sliki 12.  
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Slika 12: Procesni graf agresivnega liofilizacijskega cikla 4 (čas primarnega sušenja 20 h, 
T = 30 °C, p = 0,3 mbara, temperiranje), ki je bil izveden na vzorcih s koncentracijo mAb v 
raztopini 30 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2 in na 
vzorcu brez polnila.  
Preglednica XIV: Časi primarnega sušenja in Tp vzorcev s koncentracijo mAb v raztopini 
30 mg/ml ter razmerji Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2 in vzorca brez 
polnila, ki so bili liofilizirani po agresivnem liofilizacijskem ciklu 4 (čas primarnega sušenja 
20 h, T = 30 °C, p = 0,3 mbara, temperiranje). 
Št. termočlena Polnilo : stabilizator Čas primarnega sušenja (h) Tp (°C) 
1 - : sah = 0 : 100 6,1 -16,0 
2 Phe : sah = 1 : 4 5,20 -17,1 
4 Ile : sah = 1 : 4 5,30 -14,5 
3 Man : sah = 4 : 2 5 -15,9 
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Na procesnem grafu na sliki 12, ki prikazuje potek agresivnega liofilizacijskega cikla 4 (čas 
primarnega sušenja 20 h, T = 30 °C, p = 0,3 mbara, temperiranje), izvedenega na vzorcih s 
koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml ter razmerju Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4,             
Man : sah = 4 : 2 in na vzorcu brez polnila:  
o krivulja modre barve prikazuje Tp vzorca brez polnila,  
o krivulja temno rdeče Tp vzorca s polnilom Phe : sah =  1 : 4,  
o krivulja temno modre barve Tp vzorca s polnilom Ile : sah = 1 : 4,  
o krivulja vijolične barve Tp vzorca z Man : sah = 4 : 2, 
o krivulja sive barve prikazuje Tp Rx termočlena slepe raztopine s koncentracijo 30 
mg/ml. 
Iz procesnega grafa na sliki 12 lahko vidimo, da Tp v vseh štirih vialah, v katere smo namesti 
termočlene, dosežejo Tpolic, ki smo jo predhodno nastavili. Čeprav so Tp v vseh štirih vialah 
dosegle to temperaturo, smo pri analizi procesnega grafa upoštevali sprejemljivo razliko       
∆T = 1 °C, kar v tem primeru pomeni Tpolice 29 °C. V formulaciji s termočlenom 1 (modra 
krivulja) s koncentracijo mAb 30 mg/ml, kjer ni dodanega polnila, poteka primarno sušenje 
najdlje časa.  
4.2 VREDNOTENJE IZGLEDA LIOFILIZATA 
Najprej smo vizualno vrednotili pogače po končanih obeh konzervativnih ciklih. Na sliki 13 
vidimo pogače vzorcev s koncentracijo proteina 90 mg/ml in razmerjem AK : sah = 1 : 15 
ter na sliki 14 pogače vzorcev proteina z enako koncentracijo, vendar drugačnim razmerjem 
AK : sah, in sicer v primeru arginina, metionina, prolina in lizina 1 : 3, v primeru fenilalanina, 
izolevcina in levcina pa 1 : 7. Vidimo lahko, da so vse pogače bele barve, homogene, brez 
večjih odstopanj od stene ali dna viale. Prav tako nobena pogača ni popokala oz. ne izkazuje 
znakov kolapsa. Na sliki 13 sta dve formulaciji levcina, na sliki 14 pa po dve formulaciji 
prolina, in sicer gre v obeh primerih za paralelki. Če posamezne viale med seboj primerjamo, 
lahko zaključimo, da je med serijami istega vzorca dobra ponovljivost, kar pomeni, da so 
bili med procesom v sušilni komori zagotovljeni enakomerni pogoji liofilizacije. 
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Slika 13: Izgled liofilizatov formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 90 mg/ml z dodanimi 
AK kot polnili, v razmerju s saharozo 1 : 15, ki so bile liofilizirane po konzervativnem 
liofilizacijskem ciklu (čas primarnega sušenja 48 h, Tp = -20 °C, p = 0,12 mbara). 
Uporabljene AK so izolevcin, lizin, levcin, prolin, metionin, fenilalanin  in arginin.  
 
Slika 14: Izgled liofilizatov formulacij s koncetracijo mAb v rztopini 90 mg/ml z dodanimi 
AK kot polnili, v razmerju s saharozo 1 : 7 (fenilalanin, izolevcinin levcin) ter                              
AK : sah = 1 : 3 (metionin, lizin , prolin  in arginin ), ki so bile liofilizirane po 
konzervativnem liofilizacijskem ciklu (čas primarnega sušenja 48 h, T = -20 °C in p = 0,12 
mbara). 
Po končanih agresivnih liofilizacijskih ciklih ter po enomesečnem in tromesečnem testiranju 
stabilnosti na 40 °C in 75 % RV smo liofilizirane vzorce fotografirali in jih med seboj 
primerjali. Znotraj posameznega liofilizacijskega cikla smo med seboj primerjali vse štiri 
formulacije. Pogače v vialah z različno koncentracijo mAb (slika 15) so bile vse bele barve 
in kompaktne. Izgled pogače se po enem mesecu in po treh mesecih ni bistveno spremenil, 
tako da lahko zaključimo, da so vse pogače sprejemljivega izgleda. Ob robovih vial lahko 
vidimo rahlo popokanje pogače le pri formulaciji s koncentracijio mAb 120 mg/ml. 
Ile 
Pro 
Phe 
Arg 
Leu 
Lys 
Leu 
Met 
Leu Phe Ile Pro Arg Met Pro Lys 
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Slika 15: Primerjava izgleda liofilizatov formulacij z različnimi koncentracijami mAb v 
raztopini (30, 60, 90 in 120 mg/ml) in s saharozo (brez polnil), ki so bile liofilizirane po 
agresivnem liofilizacijskem ciklu 1 (čas primarnega sušenja 20 h, Tp = 30 °C,                              
p = 1,51 mbara). 
 
Slika 16: Primerjava izgleda liofilizatov formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 30 
mg/ml brez dodanega polnila (Sah) ter z dodanimi AK kot polnili v razmerju s saharozo: 
Phe : sah = 2 : 10 (Phe10) , Ile : sah = 1 : 9 (Ile9) ter Man : sah = 4 : 2 (Man), ki so bile 
liofilizirane po agresivnem liofilizacijskem ciklu 2 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 30 °C,  
p = 0,3 mbara). 
Izgled liofilizatov formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml in različnimi 
razmerji med polnilom in saharozo vidimo na sliki 16. Liofilizati z Man : sah = 4 : 2 so imeli 
sprejemljivo, kompaktno, homogeno belo pogačo. Pri vzorcih z AK je prišlo do popokanja 
pogače po sredini viale. Kot rešitev smo v naslednjem agresivnem liofilizacijskem ciklu 
uvedli manj agresivne pogoje sušenja ter temperiranje vzorca (slika 17). Pri fenilalaninu in 
izolevcinu je kljub manj agresivnim liofilizacijskim pogojem in uvedbi temperiranja opazno 
popokanje pogače, zaradi česar smo izključili temperiranje kot nujno potreben korak pri 
liofilizaciji za zagotovitev pogače sprejemljivega izgleda. Pogača z manitolom je v 
Ile9 Phe10 Sah Man 
120 90 60 30 
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primerjavi z vzorcem na sliki 16 zdaj lepša (slika 17), brez odstopanja od stene viale, saj je 
manitol popolnoma kristaliziral. Predpostavljamo, da zaradi uvedenega temperiranja. Po 
mesečnem in trimesečnem testiranju stabilnosti ni bilo opaziti bistvenih sprememb v izgledu 
pogač. 
 
Slika 17: Primerjava izgleda liofilizatov formulacij s koncentracijo mAb v raztopini                
30 mg/ml brez dodanega polnila (Sah) ter z dodanimi AK kot polnili v razmerju s saharozo: 
Phe : sah = 2 : 10 (Phe10), Ile : sah = 1 : 9 (Ile9) ter Man : sah = 4 : 2 (Man), ki so bile 
liofilizirane po agresivnem liofilizacijskem ciklu 3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, 
p = 0,14 mbara, temperiranje). 
 
Slika 18: Primerjava izgleda liofilizatov formulacij s koncentracijo mAb v raztopini                
30 mg/ml z dodanimi AK kot polnili v razmerju s saharozo: Phe : sah = 1 : 4 (Phe4),                         
Phe : sah = 1 : 15 (Phe15), Ile : sah = 1 : 4 (Ile4), ter Ile : sah = 1 : 15 (Ile15), ki so bile 
liofilizirane po agresivnem liofilizacijskem ciklu 3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, 
p = 0,14 mbara, temperiranje). 
Pogače na sliki 18 pripadajo formulacijam, ki vsebujejo saharozo in AK kot polnilo 
(fenilalanin in izolevcin). Pogači, ki vsebujeta AK : sah = 1 : 15 sta popokali, medtem ko 
pogači, ki vsebujeta večji delež AK, torej AK : sah = 1 : 4, nista popokali. Tako lahko 
sklepamo, da pri nizkokoncentriranih formulacijah velja, da večji kot je delež AK, manjša 
je verjetnost za popokanje pogače. Sicer mehansko popokanje pogače ne vpliva na stabilnost 
Phe10 Ile9 Man Sah 
Phe4 Phe15 Ile15
 
Ile4 
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zdravilne učinkovine in na fizikalno-kemijske lastnosti liofilizatov. Zato so rahlo popokane 
pogače, glede na opredelitev v članku Patela in sodelavcev (31), še vedno sprejemljive.  
 
Slika 19: Primerjava izgleda liofilizatov formulacij s koncentracijo mAb v raztopini               
30 mg/ml brez dodanega polnila (Sah) ter z dodanimi AK kot polnili v razmerju s saharozo: 
Phe : sah = 1 : 4 (Phe4), Ile : sah = 1 : 4 (Ile4) ter Man : sah = 4 : 2 (Man), ki so bile 
liofilizirane po agresivnem liofilizacijskem ciklu 4 (čas primarnega sušenja 20 h,                                                 
T = 30 °C, p = 0,3 mbara, temperiranje). 
Liofilizati formulacij brez polnil (samo s saharozo) in z optimalnimi razmerji med polnilom 
in saharozo (Ile : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2) s koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml, 
so sprejemljivega izgleda (slika 19). Nekatere pogače, ki vsebujejo Phe : sah = 1 : 4 so pri 
agresivnih pogojih liofilizacijskega cikla 4 po sredini počile in tako sta nastala dva dela 
pogače. Vse pogače so homogene, bele in se dotikajo sten vial.  
 
Slika 20: Primerjava izgleda liofilizatov formulacij s koncentracijo mAb v raztopini                
90 mg/ml brez dodanega polnila ter z dodanimi AK kot polnili v razmerju s saharozo:          
Phe : sah = 1 : 4 (Phe4), Ile : sah = 1 : 4 (Ile4) ter Man : sah = 4 : 2 (Man), ki so bile 
liofilizirane po agresivnem liofilizacijskem ciklu 3 (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, 
p = 0,14 mbara, temperiranje). 
Phe4 Sah
 
 PHE4 
Ile4 Man 
Ile4
 
Sah
 
Man
 
Phe4
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Pogače liofilizatov z višjo koncentracijo mAb (90 mg/ml) na sliki 20 so v primerjavi z nižjo 
koncentracijo mAb (30 mg/ml) pri enakih liofilizacijskih pogojih (sliki 17 in 18) ob robovih 
vial nekoliko popokale. Vidimo lahko tudi, da pogača formulacije s koncentracijo               
mAb = 30 mg/ml in Phe : sah = 1 : 4 pri enakih liofilizacijskih pogojih, pri nižji koncentraciji 
mAb ne popoka, medtem ko pri koncentraciji mAb 90 mg/ml z enakim razmerjem Phe : sah 
popoka. Ostale pogače formulacij s koncentracijo proteina 30 mg/ml kot tudi 90 mg/ml, ki 
vsebujejo kot polnilo manitol, izolevcin ali so brez polnila (vsebujejo samo saharozo), niso 
popokane in so sprejemljivega izgleda. So kompaktne, homogene in bele barve. Pogača 
formulacije, ki vsebuje protein v raztopini koncentracije 90 mg/ml in ima razmerje               
Phe : sah = 1 : 4 ni sprejemljivega izgleda, saj je po sredini počila. 
4.3 DOLOČANJE REKONSTITUCIJSKEGA ČASA  
Rekonstitucijski čas je pomemben parameter liofiliziranih formulacij in ni neposredno 
povezan s stabilnostjo zdravilne učinkovine. Podaljšan je lahko zaradi dodanih pomožnih 
snovi kot tudi zaradi zdravilne učinkovine, kar se pojavi v primeru visokokoncentriranih 
formulacij z mAb. Slednja so namreč molekule z veliko molekulsko maso, kar rezultira v 
povišano visokoznosto, obenem pa je v visokokoncentriranih formulacijah velik delež suhih 
snovi, ki podaljšujejo rekonstitucijski čas (10, 13, 27). Rekonstitucijski čas liofiliziranih 
formulacij je odvisen od številnih parametrov, kot so poroznost in močljivost pogače, stopnja 
kristaliničnosti, specifična površina, tvorba gelske strukture in pene med rekonstitucijo. 
Končna točka rekonstitucije je dosežena takrat, kadar v viali ni opaznih z očesom vidnih 
delcev liofilizata (13, 32). Kratek rekonstitucijski čas je kritičen parameter 
visokokoncentriranih liofiliziranih formulacij. Kot že omenjeno, je za visokokoncentrirane 
proteinske formulacije značilen dolg rekonstitucijski čas, ki pomembno vpliva na 
uporabnost tovrstnih zdravil z vidika pacienta. Zato potekajo številne raziskave, v katerih 
raziskovalci skušajo razumeti, zakaj pri visokokoncentriranih formulacijah pride do 
podaljšanega rekonstitucijskega časa, kot tudi najti mehanizme in pristope za skrajšanje časa 
rekonstitucije (13). 
Rekonstitucijski čas smo določali formulacijam po vsakem liofilizacijskem ciklu, dodatno 
smo ga določili vzorcem agresivnih ciklov tudi po mesečnem in trimesečnem shranjevanju 
na 40 °C in 75 % RV.   
Rekonstitucija formulacij konzervativnih ciklov s koncentracijo mAb 90 mg/ml in 
razmerjem AK : sah = 1 : 15 je potekala hitro, saj je voda takoj prodrla v pogačo, ki je že v 
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nekaj sekundah razpadla na več manjših delov. Pri rekonstituciji je bila prisotna pena. Na 
drugačen način sta se pri enaki koncentraciji mAb (90 mg/ml) redispergirala vzorca z 
izolevcinom in levcinom, saj pogača ni takoj razpadla, ampak se je raztopila v enem kosu. 
Rekonstitucija liofilizatov z izolevcinom in levcinom je potekala primerljivo, saj imata AK 
zelo podobno kemijsko strukturo in fizikalne lastnosti, kot so pI ter topnost (27). Podoben 
trend rekonstitucije opažamo tudi pri formulacijah z razmerjem AK : sah = 1 : 3 ter v primeru 
Phe/Ile/Leu : sah = 1 : 7.  
Rekonstitucija nizkokoncentriranih formulacij (mAb = 30 mg/ml) z dodanim                                    
Phe : sah = 2 : 10, Phe : sah = 1 : 4, Man : sah = 4 : 2 ter rekonstitucija formulacij s 
koncentracijo proteina 30 mg/ml brez dodanih polnil je potekala na podoben način pri večini 
formulacij, saj je voda prodrla skozi pogačo, ki se je takoj raztopila, večinoma v manj kot 1 
minuti, pri čemer smo viale samo enkrat počasi nagibali v eno in v drugo smer. Na poseben 
način se je raztapljala pogača, ki je vsebovala izolevcin, saj ni takoj razpadla, ampak se je 
najprej dobro omočila in šele nato razpadla. Pogače visokokoncentriranih formulacij         
(mAb = 90 mg/ml) so se redispergirale na različne načine. Pogača z izolevcinom je bila 
dolgo v enem kosu in se je postopoma raztapljala ter šele čez čas razpadla na več delov, ki 
so se zelo počasi raztapljali. Pogača, ki je vsebovala fenilalanin, je zelo hitro razpadla na več 
manjših delov, ki so se kasneje počasi raztapljali. Pogača z manitolom je po dodatku vode 
hitro razpadla na več manjših delov, pri redispergiranju pa je bila prisotna pena. Na podoben 
način se je tudi rekonstituirala formulacija s saharozo, vendar smo rekonstitucijo dosegli 
nekoliko kasneje kot pri manitolu.  
Med vialami, kjer smo določali rekonstitucijski čas takoj po liofilizaciji, po enem mesecu in 
po treh mesecih, je znotraj posamezne serije prišlo do manjše variabilnosti. Da bi lahko z 
zagotovostjo potrdili naše rezultate, bi morali rekonstitucijo izvesti na večjem številu vial 
posameznega vzorca znotraj posamezne serije.  
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Preglednica XV: Rekonstitucijski časi liofilizatov, ki so bili posušeni v konzervativnih 
liofilizacijskih ciklih (takoj po liofilizaciji).  
 REKONSTITUCIJSKI ČAS [min] 
Konc. mAb (mg/ml) Polnilo : stabilizator Takoj po liofilizaciji 
90 
 
Lys : sah = 1 : 15  9,50  
Arg : sah = 1 : 15 5,10  
Phe : sah = 1 : 15 8,05  
Leu : sah = 1 : 15 16,16  
Pro : sah = 1 : 15 13,50  
Met : sah = 1 : 15 10,50  
Ile : sah = 1 : 15 12,50  
90 Lys : sah = 1 : 3 22,30  
Arg : sah = 1 : 3 13,20  
Phe : sah = 1 : 7 17,16  
Leu : sah = 1 : 7 41  
Pro : sah = 1 : 3 10,30  
Met : sah = 1 : 3 26,10  
Ile : sah = 1 : 7 26,30  
 
AK si po hidrofilnosti sledijo: arginin > lizin > prolin > metionin > levcin > fenilalanin > 
izolevcin (27). Rezultati v preglednici XV temu trendu v celoti ne sledijo. V primeru 
konzervativnega cikla, kjer smo liofilizirali formulacije s koncentracijo mAb 90 mg/ml in 
polnili v razmerju polnilo : saharoza 1 : 15, je v formulaciji z metioninom prišlo do 
odstopanja, saj bi pričakovali daljši rekonstitucijski čas, kot ga ima prolin, ki je bolj 
hidrofilen. Prav tako bi pričakovali daljši rekonstitucijski čas pri fenilalaninu in izolevcinu, 
saj sta zelo hidrofobni AK. Tudi v primeru konzervativnega cikla, kjer smo liofilizirali 
formulacije s koncentracijo mAb 90 mg/ml in polnili v razmerju polnilo : saharoza = 1 : 7 
pri fenilalaninu, izolevcinu in levcinu ter v razmerju polnilo : saharoza = 1 : 3 pri metioninu, 
argininu, lizinu in prolinu opažamo odstopanja, saj ima lizin dolg rekonstitucijski čas. 
Levcin, izolevcin in fenilalanin so sicer v formulaciji v manjšem deležu kot ostale AK, 
vendar bi pričakovali, da bo imel izolevcin izmed teh treh AK najdaljši rekonstitucijski čas, 
toda opazili smo ravno nasproten trend. Pogača z izolevcinom pri mAb 90 mg/ml in razmerju 
Ile : sah = 1 : 15 se je raztopila v 15,20 min, formulacija z levcinom pri mAb 90 mg/ml in 
razmerju Leu : sah = 1 : 15 pa v 16,16 min. Tudi pri višjem deležu AK in c (mAb 90 mg/ml) 
se najdlje rekonstituira formulacija z Leu : sah = 1 : 7, saj potrebuje kar 41 min. Liofilizata 
z Ile : sah = 1 : 7 pri koncentraciji mAb 90 mg/ml in Met : sah = 1 : 3 pri koncentraciji mAb 
90 mg/ml imata primerljiv rekonstitucijski čas, in sicer okoli 26 min. Če pogledamo čas 
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rekonstitucije AK, ki smo ju uporabili v nadaljnji raziskavi, vidimo, da imata formulaciji s 
fenilalaninom v obeh primerih krajši čas rekonstitucije kot formulaciji z izolevcinom. Pri 
razmerju AK : sah = 1 : 15 se časa razlikujeta za 4 min, pri naraščanju deleža AK pa se 
razlika v času med formulacijama z razmerji Phe : sah = 1 : 7 (približno 17 min) in                            
Ile : sah = 1 : 7 (26,30 min) podvoji. 
Preglednica XVI: Rekonstitucijski časi liofilizatov, ki so bili posušeni v agresivnih 
liofilizacijskih ciklih (takoj po liofilizaciji, po enem mesecu in treh mesecih shranjevanja na 
40 °C in 75 %  RV).  
 REKONSTITUCIJSKI ČAS 
Cikel Konc. 
mAb 
(mg/ml) 
Polnilo : 
stabilizator  
Takoj po 
liofilizaciji 
Po 1 
mesecu 
 
Po 3 mesecih  
 
1 30 - : sah = 0 : 100 1 min 65 s 60 s 
60 4,30 min 2,20 min 1,20 min 
90 6,30 min 5,30 min 6,0 min 
120 37,30 min 36,20 min 34,10 min 
2 30 - : sah = 0 : 100 90 s 92 s 70 s 
Phe : sah = 2 : 10 60 s 67 s 60 s 
Ile : sah = 1 : 9 72 s 65 s 55 s 
Man : sah = 4 : 2 50 s 48 s 40 s 
3 30 - : sah = 0 : 100 90 s 72 s 65 s 
Phe : sah = 2 : 10 75 s 68 s 58 s 
Ile : sah = 1 : 9 65 s 60 s 55 s 
Man : sah = 4 : 2 80 s 52 s 55 s 
3 30 Phe : sah = 1 : 4 90 s 90 s 65 s 
Phe : sah = 1 : 15 50 s 50 s 70 s 
Ile : sah = 1 : 4 50 s 85 s 52 s 
Ile : sah = 1 : 15 80 s 55 s 50 s 
4 30 - : sah = 0 : 100 75 s 90 s / 
Phe : sah = 1 : 4 100 s 100 s / 
Ile : sah = 1 : 4 60 s 90 s / 
Man : sah = 4 : 2 70 s 52 s / 
3 90 - : sah = 0 : 100 6,50 min 7,10 min / 
Phe : sah = 1 : 4 35,50 min 36,30 min / 
Ile : sah = 1 : 4 48,0 min 45,10 min / 
Man : sah = 4 : 2 6,0 min 6,50 min / 
Opomba: Oznaka / v tabeli pomeni, da meritve niso bile izvedene.  
V preglednici XVI so prikazani rezultati določanja rekonstitucijskega časa takoj po koncu 
agresivnih ciklov liofilizacije ter po testiranju enomesečne in trimesečne stabilnosti vzorcev 
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na 40 °C in 75 % RV. Iz rezultatov prvega agresivnega cikla (primarno sušenje 20 h,                 
T = 30 °C, p = 1,51 mbar) vidimo, da je čas rekonstitucije najkrajši pri formulacijah s 
koncentracijo mAb 30 mg/ml, saj znaša 1 min, medtem ko je najdaljši pri formulacijah s 
koncentracijo mAb 120 mg/ml, in sicer 37,30 min Iz tega lahko sklepamo, da rekonstitucijski 
čas z naraščajočo koncentracijo proteina narašča, kar smo tudi pričakovali, saj se z višanjem 
koncentracije proteina zmanjša močljivost pogače, hidratacija in raztapljanje oziroma razpad 
pogače, poveča se delež suhih snovi. Prav tako na rekonstitucijski čas vpliva razmerje med 
proteinom in saharozo v formulaciji (32). V našem primeru je bilo v vseh formulacijah 
razmerje med proteinom in saharozo 1 : 1.  
Študije so pokazale, da se rekonstitucijski čas formulacij, ki vsebujejo AK, z višanjem deleža 
AK podaljšuje (27). Ta trend lahko v našem primeru opazimo samo v primeru fenilalanina, 
saj ima formulacija s Phe : sah = 1 : 15 najkrajši rekonstitucijski čas (50 s), medtem ko ima 
najdaljšega formulacija z razmerjem 1 : 4 (90 s). Pri formulacijah z izolevcinom opažamo 
nasproten trend, in sicer se čas rekonstitucije skrajša ob zvišanju deleža izolevcina, saj ima 
formulacija z razmerjem Ile : sah = 1 : 4 čas rekonstitucije 50 s, formulacija z razmerjem          
Ile : sah = 1 : 15 pa 80 s. 
Čas rekonstitucije visokokoncentriranih liofiliziranih formulacij z manitolom je skrajšan, 
kadar manitol kristalizira v celotnem obsegu. Pri nizkokoncentriranih formulacijah za 
dosego popolne kristalizacije ni nujno treba uvesti temperiranja vzorca, medtem ko je pri 
visokokoncentriranih formulacijah to nujen del liofilizacijskega procesa (13). 
Rekonstitucijski čas formulacij z mAb 30 mg/ml, ki vsebujejo Man : sah = 4 : 2 in ni bilo 
uvedenega temperiranja vzorca, je nekoliko krajši (50 s) kot pri formulacijah z enako 
koncentracijo proteina in uvedbo temperiranja (80 s). Skrajšan rekonstitucijski čas 
formulacije z manitolom pomeni, da v času liofilizacijskega procesa ni prišlo do popolne 
kristalizacije (13).  
Pri formulacijah s koncentracijo mAb 90 mg/ml lahko opazimo, da je rekonstitucijski čas 
formulacije z manitolom najkrajši (6 min), medtem ko je najdaljši v formulaciji                         
Ile : sah = 1 : 4, in sicer kar 48 min, kar je bistveno daljše kot v primeru uporabe izolevcina 
pri formulacijah z nižjo koncentracijo mAb.  
Iz rezultatov lahko torej sklepamo, da ima velik vpliv na čas rekonstitucije pričakovano 
koncentracija proteina, prav tako pa vrsta in delež polnila, ki ga uporabimo v formulaciji. 
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Ocena časa rekonstitucije je zelo subjektivna ocena. Vendar bi lahko na podlagi naših 
rezultatov sklepali, da bi pri nizkokoncentriranih formulacijah kot alternativa manitolu lahko 
uporabili AK (fenilalanin in izolevcin). Pri visokokoncentriranih formulacijah, kjer je 
rekonstitucijski čas že tako zelo podaljšan na račun visokih koncentracij proteina pa 
nadomestitev manitola ni primerna, saj gre za AK, ki zaradi svoje hidrofobnosti (le-ta je bolj 
izražena pri visokih deležih AK) čas rekonstitucije še dodatno močno podaljšata. 
4.4 DOLOČANJE KONCENTRACIJE PROTEINA Z UV-VIS 
SPEKTROFOTOMETRIJO 
Pri formulacijah, ki smo jih kasneje liofilizirali pri konzervativnih liofilizacijskih pogojih, 
smo z UV-VIS spektrofotometrijo določali vsebnost proteina v vzorcu. Absorbanco smo 
določali pri dveh valovnih dolžinah: 280 in 320 nm. Pri 280 nm absorbirajo aromatske AK 
proteina, kot sta tirozin in triptofan, medtem ko je absorbanca AK pri 320 nm minimalna oz. 
smo jo posneli kot ozadje (33).   
Raztopino vzorca smo pred merjenjem ustrezno redčili, najprej na koncentracijo 1,8 mg/ml, 
ter pomerili absorbanco, nato še na nižjo koncentracijo, in sicer 0,2 mg/ml ter ponovno 
pomerili absorbanco. Rezultati absorbanc vzorcev in izračunana vsebnost proteina, ki so 
vsebovali AK : sah = 1 : 15 so prikazane v preglednici XVII ter v preglednici XVIII za 
formulacije, ki so vsebovale AK : sah = 1 : 3 (arginin, metionin, lizin in prolin) oziroma         
1 : 7 v primeru fenilalanina, izolevcina in levcina. Koncentracija proteina v posamezni viali 
bi teoretično morala biti 90 mg/ml, vendar lahko vidimo, da je pri posameznih formulacijah 
prišlo do odstopanj glede vsebnosti proteina. Predvidevamo, da so razlogi za odstopanje 
preveč postopkov priprave in redčitev, pri kateri pride do izgub vzorca oziroma do 
kontaminacije vzorca z nečistočami ter vpliv AK na absorbanco pri 280 nm, zaradi česar 
izmerimo preveliko absorbanco. Vendar na absorbanco pri 280 nm lahko vpliva le 
fenilalanin, ki ima v svoji strukturi aromatski obroč (34). Absorbance vzorcem, ki smo jih 
liofilizirali pri agresivnih liofilizacijskih pogojih, nismo določali, saj je bilo vzorca malo in 
smo presodili, da so druge analizne metode veliko bolj pomembne za naše raziskovalno delo.  
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Preglednica XVII: Koncentracija proteina v raztopinah z razmerjem AK : sah = 1 : 15 
(teoretična koncentracija proteina je 90 mg/ml).  
AK A280nm 
(c=1,8 
mg/ml) 
A320nm 
(c=1,8 
mg/ml)  
cizračunana-
proteina (mg/ml) 
A280nm 
(c=0,2 
mg/ml) 
 
A320nm 
(c=0,2 mg/ml)  
cizračunana-
proteina 
(mg/ml) 
 
Levcin 3,12 0,0178 97,5 0,488 0,00573 133,7 
Prolin 3,00 0,0162 91,8 0,339 0,00156 94,03 
Metionin 3,10 0,0197 93,3 0,518 0,00237 140,6 
Fenilalanin 3,53 0,0179 108,0 0,612 0,00286 171,9 
Izolevcin 3,14 -0,00377 95,4 0,482 -0,0338 141,5 
Arginin 3,32 0,0145 91,1 / / / 
Lizin 3,13 0,0162 94,7 0,498 -0,00305 137,5 
 
Preglednica XVIII: Koncentracija proteina v raztopinah z razmerji AK : sah = 1 : 3 oziroma 
1 : 7 pri fenilalaninu, izolevcinu in levcinu (teoretična koncentracija  proteina je 90 mg/ml). 
AK A280nm 
(c=1,8 
mg/ml)  
A320nm 
(c=1,8 
mg/ml)  
cizračunana-
proteina 
(mg/ml) 
A280nm 
(c=0,2 
mg/ml) 
A320nm 
(c=0,2mg/ml)  
cizračunana-
proteina 
(mg/ml) 
Levcin 3,30 0,0181 96,4 0,457 -0,00438 108,1 
Prolin 2,95 -0,0325 87,9 0,543 -0,0221 149,7 
Metionin 3,13 -0,0515 96,8 0,366 -0,0542 114,7 
Fenilalanin 3,12 0,0188 92,5 0,452 0,0145 116,5 
Izolevcin / / / 0,448 0,00513 121,7 
Arginin 3,06 0,0239 86,9 0,561 0,110 115,2 
Lizin 3,03 0,0243 88,4 0,416 0,0149 94,0 
 
4.5 DOLOČANJE VELIKOSTI DELCEV Z METODO DINAMIČNEGA SIPANJA 
LASERSKE SVETLOBE 
Merjenje velikosti delcev je pri načrtovanju proteinskih formulacij zelo pomembno, saj nam 
poda informacijo o stabilnosti formulacije. Aplikacija nestabilne formulacije lahko povzroči 
aktivacijo imunskega sistema, saj v formulaciji pride do tvorbe agregatov oziroma 
precipitatov (7). Ena izmed metod, ki jo uporabljamo za merjenje velikosti delcev je metoda 
dinamičnega sipanja laserske svetlobe.  
Velikost delcev smo formulacijam konzervativnih ciklov določali samo po liofilizaciji, 
medtem ko smo velikost delcev formulacijam agresivnih ciklov določali v štirih različnih 
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točkah: pred liofilizacijo, po liofilizaciji, ter po enem mesecu in treh mesecih shranjevanja 
vzorcev na 40 °C in 75 % RV. Formulacijam smo določali povprečno velikost delcev ter 
porazdelitev velikosti delcev (polidisperzni indeks; PDI). Rezultate prikazujeta preglednici 
XIX in XX. V primerih, kjer je vrednost PDI < 0,1 je formulacija homogena z ozko 
porazdelitvijo velikosti delcev.  
Preglednica XIX: Povprečni premer delcev in polidisperzni indeks formulacij s 
koncentracijo mAb 90 mg/ml (po redispergiranju liofilizatov konzervativnih ciklov). 
Polnilo : stabilizator VELIKOST DELCEV 
Po liofilizaciji 
d (nm) PDI 
Lys : sah = 1 : 15 13,07 0,09 
Arg : sah = 1 : 15 14,42 0,06 
Phe : sah = 1 : 15 12,73 0,1 
Leu : sah = 1 : 15 12,82 0,07 
Pro : sah = 1 : 15 12,78 0,06 
Met : sah = 1 : 15 12,92 0,07 
Ile : sah = 1 : 15 12,88 0,09 
Lys : sah = 1 : 3 13,17 0,09 
Arg : sah = 1 : 3 15,28 0,06 
Phe : sah = 1 : 7 12,64 0,07 
Leu : sah = 1 : 7 13,17 0,1 
Pro : sah = 1 : 3 12,47 0,08 
Met : sah = 1 : 3 12,84 0,08 
Ile : sah = 1 : 7 12,87 0,1 
 
Iz rezultatov v preglednici XIX lahko vidimo, da se posamezne formulacije bistveno ne 
razlikujejo v velikosti delcev, kar pomeni, da na velikost delcev delež in vrsta AK ne 
vplivata. Pri večini formulacij je PDI < 0,1, kar pomeni, da gre za homogene formulacije z 
ozko porazdelitvijo velikosti delcev.  
V preglednici XX je prikazana povprečna velikost delcev in porazdelitev velikosti delcev v 
formulacijah pred liofilizacijo. Vidimo lahko, da so delci primerljive velikosti, ne glede na 
izhodno koncentracijo proteina, vrste in deleža polnila. Iz tega lahko sklepamo, da v 
formulacijah pred liofilizacijo ni prišlo do agregacije delcev.  
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Preglednica XX: Povprečni premer delcev in polidisperzni indeks raztopin (pred 
liofilizacijo) z različnimi koncentracijami mAb 30, 60, 90 in 120 mg/ml . 
Konc. mAb 
(mg/ml) 
Polnilo : stabilizator VELIKOST DELCEV 
Pred liofilizacijo 
d (nm) PDI 
30  
- : sah = 0 : 100 
15,17 0,04 
60 15,81 0,07 
90 14,72 0,07 
120 16,22 0,09 
30 Phe : sah = 2 : 10 14,61 0,07 
Ile : sah = 1 : 9 15,21 0,07 
Man : sah = 4 : 2 15,92 0,08 
30 Phe : sah = 1 : 4 14,85 0,09 
Phe : sah = 1 : 15 14,79 0,06 
Ile : sah = 1 : 4 14,91 0,07 
Ile : sah = 1 : 15 15,14 0,06 
90 - : sah = 0 : 100 14,16 0,1 
Phe : sah = 1 : 4 14,69 0,08 
Ile : sah = 1 : 4 14,81 0,08 
Man : sah = 4 : 2 14,88 0,09 
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Preglednica XXI: Povprečni premer delcev in polidisperzni indeks formulacij z različnimi 
koncentracijami mAb 30, 60, 90 in 120 mg/ml in razmerji polnilo : saharoza (po liofilizaciji 
ter enem mesecu in treh mesecih shranjevanja na 40 °C in 75 % RV). 
Cikel Konc. 
mAb 
(mg/ml) 
Polnilo : 
stabilizator 
VELIKOST DELCEV 
Po 
liofilizaciji 
Po 1 mesecu Po 3 mesecih 
d(nm) PDI d(nm) PDI d(nm) PDI 
1 30 - : sah = 0 : 100 15,72 0,1 16,21 0,1 15,52 0,06 
60 17,62 0,08 15,89 0,1 16,0 0,05 
90 15,48 0,09 16,90 0,1 15,33 0,06 
120 16,51 0,08 21,73 0,1 15,88 0,08 
2 30 - : sah = 0 : 100 15,38 0,07 15,56 0,08 15,8 0,06 
Phe : sah = 2 : 10 14,75 0,07 14,93 0,09 14,92 0,05 
Ile : sah = 1 : 9 14,94 0,08 15,15 0,08 15,23 0,07 
Man : sah = 4 : 2 15,57 0,06 15,25 0,08 15,78 0,04 
3 30 - : sah = 0 : 100 15,62 0,09 15,56 0,07 15,95 0,06 
Phe : sah = 2 : 10 16,62 0,07 14,68 0,07 14,9 0,05 
Ile : sah = 1 : 9 15,10 0,06 15,20 0,05 15,28 0,05 
Man : sah = 4 : 2 15,60 0,08 15,79 0,07 16,02 0,05 
3 30 Phe : sah = 1 : 4 14,68 0,07 14,74 0,07 14,93 0,05 
Phe : sah = 1 : 15 14,72 0,06 14,85 0,06 15,19 0,05 
Ile : sah = 1 : 4 15,33 0,1 15,62 0,1 16,14 0,2 
Ile : sah = 1 : 15 14,70 0,07 15,12 0,07 15,14 0,06 
4 30 - : sah = 0 : 100 15,62 0,09 / / / / 
Phe : sah = 1 : 4 16,62 0,06 / / / / 
Ile : sah = 1 : 4 15,10 0,06 / / / / 
Man : sah = 4 : 2 15,60 0,08 / / / / 
3 90 - : sah = 0 : 100 12,47 0,05 / / / / 
Phe : sah = 1 : 4 13,16 0,07 / / / / 
Ile : sah = 1 : 4 14,27 0,2 / / / / 
Man : sah = 4 : 2 13,45 0,06 / / / / 
Opomba: Oznaka / v tabeli pomeni, da meritve niso bile izvedene.  
Iz rezultatov v preglednici XXII lahko vidimo, da agresivni pogoji bistveno ne vplivajo na 
velikost delcev, saj so delci med cikli primerljive velikosti. Tudi uvedba temperiranja ne 
vpliva na velikost delcev. Delci po 1 in 3 mesecih shranjevanja na 40 °C in 75 % RV so 
primerljive velikosti z delci v formulaciji pred liofilizacijo in takoj po liofilizaciji. Iz 
rezultatov prav tako lahko sklepamo, da v času shranjevanja vzorca ni prišlo do bistvene 
spremembe v velikosti delcev.  
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4.6 UGOTAVLJANJE OBSEGA AGREGACIJE PROTEINA Z GELSKO 
IZKLJUČITVENO KROMATOGRAFIJO 
Gelska izključitvena kromatografija je metoda, ki omogoča karakterizacijo in kvantifikacijo 
topnih visokomolekularnih agregatov in topnih fragmentov ter spada med kromatografske 
metode, ki jih uporabljamo za ugotavljanje fizikalnih in kemijskih sprememb proteinov (7). 
S pomočjo gelske izključitvene kromatografije so za nas v Biofarmacevtiki Mengeš,           
Lek, d. d. določali prisotnost agregatov proteina v formulacijah za agresivne cikle 
liofilizacije v štirih različnih časovnih točkah: pred liofilizacijo, po liofilizaciji ter po 
mesečnem testiranju stabilnosti na 40 °C in 75 % RV. Preglednici XXIII in XXIV nam 
podajata informacije o deležu agregatov z višjo molekulsko maso (VMO), deležu razgradnih 
produktov, ki imajo nižjo molekulsko maso od monomernih molekul proteina (NMO) ter 
delež glavnega vrha, ki ga predstavljajo monomerne molekule proteina.   
  
62 
 
Preglednica XXII: Rezultati gelske izključitvene kromatografije za posamezne vzorce pred 
in po liofilizaciji.  
Cikel Konc. 
mAb 
(mg/ml) 
Polnilo : 
stabilizator 
GELSKA IZKLJUČITVENA 
KROMATOGRAFIJA 
Pred liofilizacijo Po liofilizaciji 
VMO 
(%) 
Glavni 
vrh 
(%) 
NMO 
(%) 
VMO 
(%) 
Glavni 
vrh 
(%) 
NMO 
(%) 
1 30 - : sah = 0 : 100 0,57 99,17 0,26 0,61 99,15 0,24 
60 0,59 99,17 0,24 0,62 99,14 0,24 
90 0,58 99,16 0,25 0,61 99,16 0,24 
120 0,6 99,16 0,24 0,59 99,18 0,23 
2 30   - : sah = 0 : 100 0,57 99,18 0,25 0,59 99,16 0,25 
Phe : sah = 2 : 10 0,52 99,23 0,25 0,55 99,2 0,25 
Iso : sah = 1 : 9 0,54 99,18 0,27 0,59 99,15 0,26 
Man : sah = 4 : 2 0,54 99,22 0,24 0,55 99,21 0,24 
3 30   - : sah = 0 : 100 / / / 0,59 99,09 0,32 
Phe : sah = 2 : 10 / / / 0,56 99,21 0,23 
Iso : sah = 1 : 9 / / / 0,56 99,2 0,23 
Man : sah = 4 : 2 / / / 0,56 99,14 0,31 
3 30 Phe : sah = 1 : 4 0,54 99,21 0,25 0,55 99,21 0,24 
Phe : sah = 1 : 15 0,57 99,17 0,26 0,60 99,16 0,25 
Iso : sah = 1 : 4 0,55 99,21 0,24 0,63 99,14 0,23 
Iso : sah = 1 : 15 0,54 99,23 0,23 0,58 99,18 0,23 
4 30 - : sah = 0 : 100 / / / 0,59 99,17 0,24 
Phe : sah = 1 : 4 / / / 0,59 99,14 0,28 
Iso : sah = 1 : 4 / / / 0,66 99,08 0,26 
Man : sah = 4:2 / / / 0,57 99,19 0,24 
3 90 - : sah = 0 : 100 0,64 99,11 0,25 0,68 99,08 0,24 
Phe : sah = 1 : 4 0,58 99,18 0,24 0,63 99,11 0,25 
Iso : sah = 1 : 4 0,58 99,18 0,25 0,92 98,85 0,23 
Man : sah = 4 : 2 0,58 99,17 0,25 0,60 99,15 0,25 
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Preglednica XXIII: Rezultati gelske izključitvene kromatografije za posamezne vzorce po 1 
mesečnem shranjevanju na 40 °C in 75 % RV.  
Cikel  Konc. 
mAb 
(mg/ml) 
Polnilo : 
stabilizator 
SELEKTIVNA IZKLJUČITVENA 
KROMATOGRAFIJA 
Po 1 mesečni stabilnosti 
VMO 
(%) 
Glavni vrh (%) NMO (%) 
1 - 30 - : sah = 0 : 100 1,14 98,62 0,24 
60 1,08 98,68 0,25 
90 0,94 98,81 0,25 
120 0,85 98,91 0,24 
2  30 - : sah = 0 : 100 1,17 98,57 0,26 
Phe : sah = 2 : 10 0,94 98,82 0,24 
Iso : sah = 1 : 9 1,0 98,76 0,24 
Man : sah = 4 : 2 0,69 99,02 0,28 
3  30 - : sah = 0 : 100 1,09 98,58 0,32 
Phe : sah = 2 : 10 0,91 98,85 0,24 
Iso : sah = 1 : 9 0,90 98,85 0,25 
Man : sah = 4 : 2 0,71 99,04 0,25 
3  30 Phe : sah = 1 : 4 0,96 98,77 0,27 
Phe : sah = 1 : 15 1,19 98,56 0,25 
Iso : sah = 1 : 4 1,19 98,56 0,24 
Iso : sah = 1 : 15 1,09 98,60 0,31 
4 30 - : sah = 0 : 100 1,20 98,54 0,26 
Phe : sah = 1 : 4 0,97 98,77 0,26 
Iso : sah = 1 : 4 1,19 98,57 0,24 
Man : sah = 4:2 0,73 99,01 0,26 
3  90 - : sah = 0 : 100 1,20 98,55 0,25 
Phe : sah = 1 : 4 1,02 98,73 0,25 
Iso : sah = 1 : 4 1,54 98,22 0,24 
Man : sah = 4 : 2 0,84 98,81 0,25 
 
Rezultati študije, ki so jo opravili Horn in sodelavci, kažejo na to, da se pri koncentraciji 
proteina 50 mg/ml z zvišanjem deleža fenilalanina v razmerju Phe : sah poveča odstotek 
agregatov iz približno 0,3 % na 0,5 %. Pri izolevcinu se z zvišanjem njegovega deleža 
odstotek agregatov zelo malo zmanjša. Prav tako so dokazali, da je stopnja agregacije pri 
obeh AK približno enaka pred liofilizacijo kot tudi po liofilizaciji (27). Vendar moramo pri 
tem še upoštevati, da se sestava formulacije nekoliko razlikuje od naše.  
Deleži visokomolekularnih agregatov se bistveno ne razlikujejo v raztopini pred liofilizacijo 
in v formulaciji proteina, ki smo jo po liofilizaciji rekonstituirali. Sklepamo lahko, da med 
liofilizacijo ni prišlo do agregacije molekul proteina. Opazimo lahko, da se je delež 
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agregatov molekul proteina v formulacijah med testiranjem stabilnosti nekoliko povečal, za 
približno 0,50 %. Kljub nekoliko zvišanemu deležu agregatov molekul proteina med 
testiranjem stabilnosti imamo visok delež monomerov, in sicer je v vseh formulacijah višji 
od 98,5 %, kar pomeni, da je obseg agregacije proteina zanemarljiv.  
Iz rezultatov lahko tudi vidimo, da se delež razgradnih produktov, ki imajo nižjo molekulsko 
maso od monomernih molekul proteina (NMO), pred in po liofilizaciji ter po testiranju 
enomesečne stabilnosti bistveno ne spremeni, kar pomeni, da ni prišlo do fragmentacije 
proteina.  
4.7 DOLOČANJE TERMIČNIH LASTNOSTI FORMULACIJ S PROTEINI  
Termične lastnosti smo določali formulacijam, ki vsebujejo različne koncentracije mAb 30, 
60, 90 ter 120 mg/ml, saj smo želeli ugotoviti vpliv koncentracije mAb na Tg´. Prav tako 
smo želeli ugotoviti, kako se vrednosti Tg´ spreminjajo v odvisnosti od razmerja med 
polnilom (fenilalaninom, izolevcinom in manitolom) in saharozo pri nizkokoncentriranih 
formulacijah. Nadalje smo jih tudi določili visokokoncentriranim formulacijam s 
koncentracijo mAb 90 mg/ml, ki vsebujejo AK v različnem razmerju glede na saharozo. Po 
koncu konzervativnega cikla smo liofiliziranim formulacijam določali temperaturo 
steklastega prehoda ter želeli ugotoviti katere formulacije ohranijo svojo kakovost v času 
shranjevanja. Termogrami so dostopni v prilogi. 
Vrednosti Tg´ formulacije so z vidika načrtovanja liofilizacijskega cikla zelo pomembne, saj 
je od njih odvisna Tpolice liofilizatorja med primarnim sušenjem. Nižje vrednosti Tg´ 
pomenijo, da mora biti proces sušenja izveden pri nižjih Tpolic, proces sublimacije je 
posledično upočasnjen, kar podaljša čas sušenja. Višje Tg´ omogočajo višje temperature 
primarnega sušenja z zmanjšano možnostjo kolapsa produkta. Velja, da višanje vrednosti Tp 
za 1 °C skrajša proces za približno 13 % (35).  
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Preglednica XXIV: Prikaz Tg´ formulacij z različnimi koncentracijami mAb brez polnil ter 
formulacij s c (mAb) = 30 mg/ml in c (mAb) = 90 mg/ml in polnili v različnih razmerjih 
glede na saharozo pred liofilizacijo. V tableli so tudi Tc formulacij z različno koncentracijo 
mAb ter Tg´ slepih raztopin z Met : sah = 1 : 3 in 1 : 15, Phe : sah = 1 : 7 in 1 : 15,                                
Ile : sah = 1 : 7 in 1 : 15  ter Arg : sah = 1 : 3 in 1 : 15.  
Konc. mAb (mg/ml) Polnilo: 
stabilizator 
Tg´ (°C)  
30 - : sah = 0 : 100 -25,8 Tc=-14,8 °C* 
60 - : sah = 0 : 100 -25,1 Tc=-16,7 °C* 
90 - : sah = 0 : 100 -24,4 Tc=-17 °C* 
120 - : sah = 0 : 100 -24,2 Tc=-17,1 °C* 
30 - : sah = 0 : 100 -25,80 / 
Phe : sah = 2 : 10 -25,6 / 
Ile : sah = 1 : 9 -26,9 / 
Man : sah = 4 : 2 -31,7 / 
30 Phe : sah = 1 : 4 -23,5 / 
Phe : sah = 1 : 15 -25,0 / 
Ile : sah = 1 : 4 -26,4 / 
Ile : sah = 1 : 15 -25,3 / 
90 - : sah = 0 : 100 -25,7 / 
Phe : sah = 1 : 4 -24,8 / 
Ile : sah = 1 : 4 -27,0 / 
Man : sah = 4 : 2 -31,5 / 
90 Met : sah = 1 : 3 -27,7 Tg slepe raztopine (°C) nismo 
zaznali 
Met : sah = 1 : 15 -25,4 Tg slepe raztopine (°C)= -32,5 
Ile : sah = 1 : 7 -25,5 Tg slepe raztopine (°C) nismo 
zaznali 
Ile : sah = 1 : 15 -25,8 Tg slepe raztopine (°C)= -32,4 
Phe : sah = 1 : 7 -24,7 Tg slepe raztopine (°C)= -30,2 
Phe : sah = 1 : 15 -24,9 Tg slepe raztopine (°C)= -31,3 
Arg : sah = 1 : 3 -24,6 Tg slepe raztopine (°C)= -35,4 
Arg : sah = 1 : 15 -25,1 Tg slepe raztopine (°C)= -33,2 
Opomba: Oznaka / v tabeli pomeni, da meritve niso bile izvedene. *Vrednosti so nam posredovali iz Lek d. d.  
66 
 
Horn in sodelavci navajajo, da z naraščajočo koncentracijo mAb Tg´ in Tc naraščata, čeprav 
Tc bistveno bolj kot Tg´, kar pomeni, da lahko primarno sušenje izvedemo pri višjih Tp (27). 
Na podlagi rezultatov v preglednici XXIV lahko vidimo, da z naraščajočo koncentracijo 
proteina narašča Tg´. Iz vrednosti Tc formulacij, ki so nam jih posredovali iz Lek d. d. 
opazimo, da Tc z naraščanjem koncentracije mAb pada, kar je v nasprotju z literaturo. 
Vrednosti Tg´ so tudi pomembne pri temperiranju vzorca, saj mora to potekati pri 
temperaturah nad Tg´ pomožnih snovi, da zagotovimo pogoje za kristalizacijo snovi (7). V 
našem primeru smo temperiranje vzorcev izvajali pri temperaturah -20 °C, kar pomeni, da 
je glede na Tg´ pri vseh formulacijah temperiranje potekalo nad Tg´. Horn in raziskovalci 
so dokazali, da AK fenilalanin, izolevcin in levcin, ki jih uporabimo v precej nižjih razmerjih 
glede na saharozo, pri sušenju nad Tg´ kristalizirajo v večjem obsegu kot manitol ali glicin 
pri višjih razmerjih s saharozo (7). Velike količine manitola glede na saharozo omogočajo 
popolno kristalizacijo, vendar se pojavlja vprašanje fizikalne stabilnosti proteina (5).  
Ugotovili smo, da pri nizkokoncentriranih formulacijah na vrednost Tg´ vpliva količina in 
vrsta dodane AK ter posledično tudi delež saharoze. Z višanjem deleža saharoze formulacij 
z mAb 30 mg/ml, ki vsebujejo fenilalanin, se Tg´ niža, kar pomeni, da delež saharoze pri 
fenilalaninu vpliva na njegovo kristalizacijo. Na podlagi vrednosti Tg´ formulacij s 
koncentracijo mAb 30 mg/ml, ki vsebujejo izolevcin lahko sklepamo, da se z višanjem 
deleža saharoze Tg´ viša. Na podlagi tega lahko zaključimo, da delež saharoze ne vpliva na 
kristalizacijo izolevcina. Za potrditev zaključka bi vsekakor morali izvesti rentgensko 
praškovno difrakcijo, ki bi nam omogočila podrobnejši vpogled.  
Nadalje smo Tg´ določali formulacijam s koncentracijo mAb 90 mg/ml ter dodanimi polnili 
v razmerjih Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4 ter Man : sah = 4 : 2. Prav tako smo določili 
Tg´ formulaciji brez polnila, ki poleg mAb s koncentracijo 90 mg/ml vsebuje saharozo. 
Formulaciji s koncentracijo mAb 30 mg/ml in 90 mg/ml, ki vsebujeta Phe : sah = 1 : 15, 
imata primerljiv Tg´, kar pomeni, da kristalizacija pri nižjih koncentracijah fenilalanina 
poteka v podobnem obsegu. Pri Phe : sah = 1 : 4, imata formulaciji s koncentracijo mAb 30 
mg/ml (Tg´ = -23,5 °C) in 90 mg/ml (Tg´ = -24,8 °C) primerljiv Tg´, kar pomeni, da 
kristalizacija poteka v podobnem obsegu, vendar pri mAb 90 mg/ml dobimo pogačo, ki ni 
sprejemljivega izgleda, saj ima na sredini razpoko (čas primarnega sušenja 20 h, T = 20 °C, 
p = 0,14 mbara).  
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Pri Ile : sah = 1 : 4 imata formulaciji s koncentracijo mAb 30 mg/ml (Tg´ = -26,4 °C) in 90 
mg/ml (Tg´ = -27,0 °C) primerljiv Tg´. Sklepamo lahko, da na obseg kristalizacije izolevcina 
koncentracija mAb ali delež saharoze ne vplivata. 
Za visokokoncentrirane formulacije je najprimernejše polnilo izolevcin, ki bi se lahko v 
prihodnje uporabljalo kot nadomestilo za manitol in glicin. Glede na vrednosti Tg´ bi sicer 
bil najprimernejši fenilalanin, saj ima najvišji Tg´ izmed polnil, kar pomeni, da lahko 
formulacije s Phe : sah = 1 : 4 liofiliziramo pod najagresivnejšimi pogoji. Vendar se pojavlja 
vprašanje, ali bomo vedno dobili pogačo sprejemljivega izgleda glede na to, da kristalizacija 
fenilalanina ne poteka v popolnem obsegu. 
Če bi rentgenska praškovna difrakcija potrdila naše zaključke glede kristalizacije izolevcina, 
bi bilo najprimerneje, da kot »novo polnilo« namesto manitola uporabimo izolevcin, ki ima 
nekoliko nižjo vrednost Tg´ in omogoča nastanek pogače sprejemljivega izgleda. 
Kristalizacija izolevcina poteka neodvisno od koncentracije mAb, deleža saharoze in deleža 
te AK. Agresivni pogoji liofilizacije bi tako morali biti nekoliko blažji kot formulacij s 
fenilalaninom. Najmilejši pogoji liofilizacije so primerni za formulacije, ki vsebujejo 
manitol, saj ima najnižje vrednosti Tg´, kar pomeni, da moramo biti pri izbiri pogojev 
liofilizacije previdni, da ne pride do kolapsa, prav tako pa izbrati primerno razmerje med 
manitolom in saharozo. 
Po procesu liofilizacije je treba formulacije s proteinom ustrezno shranjevati, saj s tem 
preprečimo spremembe v stabilnosti proteina. Pogoje shranjevanja moramo tako ustrezno 
načrtovati. To pomeni, da moramo formulacije shranjevati pri temperaturah pod Tg, saj pri 
temperaturah blizu ali nad Tg pride do sprememb v stabilnosti proteina. Od Tg pa je odvisna 
temperatura sekundarnega sušenja, ki mora potekati pod Tg, saj s tem preprečimo 
makrokolaps pogače (7). Višja kot je vrednost Tg, večja je stabilnost formulacije. Iz 
rezultatov v preglednicah XXV vidimo, da imajo formulacije z razmerji Ile : sah = 1 : 7,            
Leu : sah = 1 : 7 ter Met : sah = 1 : 3 Tg vrednosti nad 70 °C. Formulacija z razmerjem              
Pro : sah = 1 : 3 ima nizko Tg, in sicer 20 °C. Sklepamo lahko, da bodo formulacije, ki imajo 
visoko vrednost ,Tg ohranile ustrezno kakovost v času shranjevanja zdravila, saj ne bo prišlo 
do fizikalno-kemijskih sprememb mAb in liofilizata.  
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Preglednica XXV: Tg liofilizatov s koncentracijo mAb 90 mg/ml in polnili z razmerjem               
AK : sah = 1 : 15, razmerjem AK : sah = 1 : 3 v primeru metionina, arginina, lizina in 
prolina ter AK : sah = 1 : 7 v primeru fenilalanina, izolevcina in levcina.  
Polnilo : stabilizator Tg (°C) Polnilo : stabilizator Tg (°C) 
Leu : sah = 1 : 7 76,6 Lev : sah = 1 : 15 70,3 
Ile : sah = 1 : 7 72,9 Ile : sah = 1 : 15 / 
Phe : sah = 1 : 7 / Phe : sah = 1 : 15 / 
Met : sah = 1 : 3 75,6 Met : sah = 1 : 15 74,3 
Arg : sah = 1 : 3 / Arg : sah = 1 : 15 21,3 
Pro : sah = 1 : 3 20,0 Pro : sah = 1 : 15 20,1 
Lys : sah = 1 : 3 34,3 Lys : sah = 1 : 15 36,8 
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5. SKLEP 
o Potrdili smo prvo hipotezo, da je kolaps pogače odvisen od koncentacije mAb. 
Formulacije z višjimi koncentracijami mAb lahko sušimo pri bolj agresivnih pogojih 
kot formulacije z nižjimi koncentracijami mAb. 
o Visokokoncentrirane formulacije s Phe : sah = 1 : 4 lahko sušimo pod agresivnejšimi 
pogoji kot formulacije z Ile : sah = 1 : 4.  
o Kristalizacija fenilalanina v visokokoncentriranih formulacijah je močno odvisna od 
deleža saharoze v formulaciji, saj višji deleži saharoze njegovo kristalizacijo 
zavirajo. 
o Kristalizacija izolevcina poteka neodvisno od koncentracije mAb, deleža saharoze in 
deleža AK. Za potrditev bi bilo priporočljivo izvesti rentgensko praškovno 
difrakcijo.  
o V primerjavi z manitolom, ki omogoča sušenje pri agresivnih pogojih v primeru 
razmerja Man : sah = 2 : 1, so izbrane AK (fenilalanin, izolevcin) v vlogi polnila za 
enak učinek so potrebne v nižjem deležu celokupne mase saharoze in polnila                          
(Ile : sah =  1 : 4 in Phe : sah = 1 : 4). S tem smo potrdili drugo hipotezo.  
o Rekonstitucijski časi visokokoncentriranih formulacij z različnimi polnili so zelo 
variabilni.  
o Z vidika pacienta dolga rekonstitucijska časa formulacij s Phe : sah = 1 : 4 in                        
Ile : sah = 1 : 4 nista sprejemljiva.  
o Ugotovili smo, da so polnila v formulacijah s proteini zelo pomembna zaradi zelo 
širokega področja delovanja, kot so zagotavljanje izotoničnosti, vpliv na 
rekonstitucijski čas ter v primeru optimalnega razmerja s saharozo tudi ugoden vpliv 
na izgled formulacije liofilizirane pod agresivnimi pogoji sušenja.  
Če bi rentgenska praškovna difrakcija potrdila naše zaključke glede kristalizacije izolevcina, 
bi kot novo polnilo pri visokokoncentriranih proteinskih formulacijah za subkutano 
aplikacijo namesto manitola uporabili izolevcin. Vendar, ker imajo visokokoncentrirane 
formulacije že na splošno zelo dolg rekonstitucijski čas, tako zaradi velikega deleža 
pomožnih snovi kot tudi zaradi zdravilne učinkovine, dodatek izolevcina - najbolj 
hidrofobne AK, rekonstitucijski čas formulacije še dodatno podaljša. Če bi v prihodnje 
razmišljali o uporabi izolevcina kot polnila visokokoncentriranih formulacij, bi morali najti 
primerne načine in pristope za njegovo skrajšanje ter ugotoviti razloge, zakaj pride do tako 
močnega podaljšanja časa rekonstitucije. Primerna zamenjava bi lahko bil tudi fenilalanin, 
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vendar bi bilo treba proučiti proces njegove kristalizacije ter ugotoviti, zakaj zaradi ovirane 
kristalizacije dobimo včasih pogačo sprejemljivega, včasih pa nesprejemljivega izgleda. 
Prav tako bi bilo priporočljivo, da bi posamezne liofilizacijske cikle izvedli večkrat ter v 
okviru analiznih metod, znotraj ene serije testirali več paralelk istega vzorca, saj bi s tem 
zagotovili večjo ponovljivost rezultatov.    
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7. PRILOGE 
 
Slika 26: DSC krivulje formulacij s koncentracijami mAb v raztopini 30, 60, 90 in 120 mg/ml 
brez dodanih polnil pred liofilizacijo. 
 
Slika 27: DSC krivulje formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 90 mg/ml brez dodanih 
polnil ter z dodanimi AK: Arg : sah = 1 : 3, Ile : sah = 1 : 7, Met : sah = 1 : 3, ter Phe : sah 
= 1 : 7. 
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Slika 28: DSC krivulje slepih raztopin z razmerjem AK : sah = 1 : 3 za metionin in arginin 
ter 1 : 7 za izolevcin in fenilalanin. 
 
 
Slika 29: DSC krivulje formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 90 mg/ml z razmerjem                       
AK : sah = 1 : 15 za arginin, izolevcin, metionin in fenilalanin. 
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Slika 30: DSC krivulje formulacij slepih raztopin z razmerjem AK : sah = 1 : 15 za arginin, 
izolevcin, metionin in fenilalanin 
 
 
Slika 31: DSC krivulje formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml brez dodanih 
polnil ter formulacij z dodanimi polnili, in sicer Phe : sah = 2 : 10, Ile : sah = 1 : 9 ter                      
Man : sah = 4 : 2. 
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Slika 32: DSC krivulje formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 30 mg/ml brez dodanih 
polnil ter z dodanimi polnili, in sicer Phe : sah = 1 : 4, Phe : sah = 1 : 15, Ile : sah = 1 : 4 
ter Ile : sah = 1 : 15. 
 
 
Slika 33: DSC krivulje formulacij s koncentracijo mAb v raztopini 90 mg/ml brez dodanih 
polnil ter z dodanimi polnili Phe : sah = 1 : 4, Ile : sah = 1 : 4 ter Man : sah = 4 : 2. 
